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1  JOHDANTO 
 
Mikrolevät ovat pieniä, yksisoluisia organismeja, jotka kuuluvat maapallon primäärisiin 
tuottajalajeihin (Kovač ym. 2013). Mikroleviä on viljelty ja käytetty ravinnonlähteenä jo 
useiden vuosien ajan niiden sisältämien vitamiinien ja kivennäis- ja hivenaineiden sekä 
niiden suuren proteiinipitoisuuden vuoksi (Tang ja Suter 2011). Niitä käytetäänkin 
kuivattuina lisäravinteissa ja funktionaalisissa elintarvikkeissa. Tiettyjä mikrolevälajeja on 
mahdollista hyödyntää myös biopolttoaineen valmistuksessa. Mikrolevien avulla voitaisiin 
vähentää fossiilisten polttoaineiden käytöstä syntyvien kasvihuonekaasujen 
muodostumista.  
 
Suurin osa mikrolevälajeista saa ravintonsa auringonvalosta yhteyttämällä, mutta jotkin 
levälajit ovat joidenkin ravintoaineiden suhteen toisenvaraisia eli auksotrofeja (Kovač ym. 
2013; Qu ym. 2014). Ne hankkivat tarvitsemansa ravintoaineet, kuten tietyt vitamiinit, 
bakteerien avulla, joiden kanssa ne muodostavat symbioottisen suhteen. Tietyt bakteerit 
tuottavat B12-vitamiinia ja niiden välityksellä B12-vitamiini siirtyy eläinperäisiin 
elintarvikkeisiin (Russell 2012). Bakteerien kanssa symbioottisessa suhteessa elävien 
tiettyjen mikrolevälajien onkin todettu olevan hyviä B12-vitamiinin lähteitä (Tang ja Suter 
2011). Mikrolevien B12-vitamiiniksi analysoitu yhdiste ei välttämättä aina olekaan ihmisen 
elimistön hyödynnettävissä eli bioaktiivisessa muodossa. Esimerkiksi syanobakteereihin 
kuuluvan spirulina-mikrolevän (Arthrospira platensis) sisältämästä B12-vitamiinista 
valtaosan on todettu olevan epäaktiivisessa pseudomuodossa, jolloin spirulinaa ei 
välttämättä voida pitää erityisen hyvänä B12-vitamiinin lähteenä (Watanabe ym. 2013; 
Helliwell ym. 2016). 
 
Eräiden tutkimusten mukaan joidenkin mikrolevien, esimerkiksi Chlorella vulgaris, 
käytöllä olisi positiivinen vaikutus ihmisen terveyteen, kuten immuunipuolustukseen ja 
verenpaineeseen (Tang ja Suter 2011). Myös spirulinalla olisi tutkimusten mukaan 
myönteistä vaikutusta sydän- ja verisuoniterveyteen. Viime vuosina kaupallisten 
ravintoainerikkaiden levävalmisteiden suosio on lisääntynyt, sillä funktionaalisten 
elintarvikkeiden kysyntä on yleisesti kasvanut viime vuosina kuluttajien 
terveystietoisuuden lisäännyttyä (Plaza ym. 2009).  
 
B-vitamiinien määrittämiseen aiemmin käytetyt menetelmät ovat olleet osin epätarkkoja. 
Esimerkiksi niasiinin määrittämiseksi on olemassa useita eri menetelmiä, jotka ovat 
8 
kuitenkin herkkyydeltään ja selektiivisyydeltään huonoja (Rautio 2014; Rose-Sallin ym. 
2001). Näytteen esikäsittelyn valinnalla on myös merkitystä niasiinin määrittämisessä 
(Finglas ja Faulk 1984; CEN 2009). Happokäsittely antaa todenmukaisemman tuloksen 
ihmiselimistön hyödynnettävissä olevasta niasiinipitoisuudesta. Emäskäsittelyllä sen sijaan 
saadaan määritettyä elintarvikkeen kokonaisniasiinipitoisuus, johon sisältyy myös 
ihmiselimistössä imeytymätön niasiini. Niasiinimäärityksessä käytetyllä UV-detektion 
aallonpituudella detektoituu myös joukko monia muita yhdisteitä, minkä vuoksi UV-
detektio ei ole kovin selektiivinen. Muidenkaan vitamiinien määritysmenetelmät eivät ole 
kovin selektiivisiä. Esimerkiksi B12-vitamiinin määritykseen käytetty mikrobiologinen 
menetelmä antaa 5–30 % suuremman tuloksen kuin erittäin korkean erotuskyvyn 
nestekromatografinen (UHPLC) menetelmä (Combs 2012; Chamlagain ym. 2014). 
Ongelmana on menetelmässä käytetyn testiorganismin kyky käyttää ravinnokseen myös 
muita korrinoidiyhdisteitä kuin ihmiselimistölle aktiivista B12-vitamiinia. 
 
Viljeltyjen mikrolevien sisältämistä B-vitamiineista ja niiden muodoista ja pitoisuuksista 
on olemassa vain vähän tutkimustuloksia, joten tämä tutkimus antaa uutta tietoa 
laboratorio-olosuhteissa kasvatettujen mikrolevien sekä kaupallisten mikrolevätuotteiden 
niasiini-, folaatti-, B2- ja B12-vitamiinipitoisuuksista. Uutta tietoa saadaan lisäksi 
mikrolevien sisältämien niasiinin ja folaatin vitameereista nestekromatografista 
menetelmää käyttäen. Tällä hetkellä mikroleviä pidetään erityisen hyvinä B12-vitamiinin 
lähteenä, minkä vuoksi on olennaista selvittää, onko kaikki niiden sisältämä B12-vitamiini 
aktiivista, ihmiselimistölle hyväksikäytettävää muotoa.  
 
Tämän tutkimuksen kirjallisuusosio käsitteli mikrolevien ominaisuuksia ja niiden 
vitamiinitarvetta ja -taloutta. Lisäksi kirjallisuusosiossa selvitettiin folaatin, niasiinin, B12- 
ja B2-vitamiinin rakenteita, ominaisuuksia sekä niiden analytiikkaa ja esiintymistä 
elintarvikkeissa. Kokeellisen osion tavoitteena oli tutkia folaatin, niasiinin, B12- ja B2-
vitamiinin pitoisuuksia kaupallisissa mikrolevävalmisteissa (Arthrospira sp. (spirulina), 
Chlorella sp.) ja laboratorio-olosuhteissa kasvatetuissa mikrolevänäytteissä (Euglena 
gracilis) kullekin vitamiinille validoidulla menetelmällä joko mikrobiologisesti tai 
UHPLC-laitteiston avulla. 
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2 KIRJALLISUUSTUTKIMUS 
 
2.1  Mikrolevistä yleisesti 
 
Mikrolevät ovat mikroskooppisen pieniä yksisoluisia prokaryootteja eli esitumallisia 
leväorganismeja, joita esiintyy niin makeissa kuin suolaisissa vesistöissä (Croft ym. 2006; 
Christaki ym. 2011; Tikka 2012). Ne ovat kooltaan 0,2–2 μm:n suuruisia. Mikrolevät 
kuuluvat maapallon primäärisiin tuottajalajeihin ja sisältävät runsaasti eri ravintoaineita 
(Kovač ym 2013). Suuren proteiinipitoisuuden lisäksi mikroleviä pidetään hyvinä 
monityydyttymättömien rasvahappojen, vitamiinien, kivennäisaineiden, antioksidanttien ja 
väriaineiden lähteinä (Christaki ym. 2011; Vanthoor-Koopmans ym. 2014). Eri 
mikrolevälajeja on arvioitu olevan olemassa yli 30 000, mutta suurimman osan kemiallinen 
koostumus on yhä tuntematon, ja vain muutamia lajeja viljellään teolliseen käyttöön 
(Christaki ym. 2011). 
 
Mikrolevät kasvavat nopeasti ja niitä voidaan viljellä alueilla, jotka eivät sovellu muiden 
kasvien viljelyyn, kuten aavikoilla tai rannikkoalueilla (Christaki ym. 2011; Kovač ym 
2013; Vanthoor-Koopmans ym. 2014). Mikrolevien sisältämä proteiini on vähintään yhtä 
laadukasta, ellei jopa laadullisesti parempaa kuin kasvis- tai lihaproteiini, niiden 
sisältämien välttämättömien aminohappojen ansiosta (Vanthoor-Koopmans ym. 2014). 
Mikroleviä voidaan käyttää esimerkiksi parantamaan elintarvikkeiden ja rehun 
ravitsemuksellista laatua. Mikrolevät sisältävät myös runsaasti monityydyttymättömiä 
kasviöljyjä. Joitakin mikroleviä hyödynnetään myös biodieselin tuotannossa. Mikrolevistä 
peräisin olevan biopolttoaine voisi korvata fossiilisia polttoaineita ja siten vähentää 
kasvihuonekaasuja (Tikka 2012).   
 
Mikrolevät elävät usein yhdessä bakteerien kanssa (Guo ja Tong 2014). Mikrolevien ja 
bakteerien välisessä symbioottisessa vuorovaikutuksessa mikrolevät tuottavat 
yhteyttämällä happea bakteerien käyttöön ja bakteerit vuorostaan lahjoittavat mikroleville 
hiilidioksidia. Tätä vaihtokauppaa voitaisiin hyödyntää muun muassa voimalaitosten 
hiilidioksidipäästöjen vähentämisessä. Bakteerit ja mikrolevät voivat myös inhiboida 
toistensa kasvua, jos ne kilpailevat samoista ravintoaineista (Guo ja Tong 2014; Qu ym. 
2014). 
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2.1.1  Mikrolevien vitamiinitalous 
 
Valtaosa mikrolevistä kykenee tuottamaan energiaa auringonvalosta yhteyttämällä (Croft 
ym. 2006). On kuitenkin olemassa mikroleviä, jotka tarvitsevat ulkopuolista kasvutekijää 
kasvaakseen. Näitä mikroleviä kutsutaan auksotrofeiksi, sillä ne eivät itse kykene 
valmistamaan kaikkia kasvuun tarvittavia yhdisteitä. Levien nopeassa evoluutioprosessissa 
kasvutekijä tai sen kofaktorin biosynteesiin tarvittava yksittäinen geeni on saattanut hävitä, 
minkä vuoksi levän on saatava kasvutekijä ulkopuolisesti (Croft ym. 2006; Grant ym. 
2014).  
 
Kasvutekijöillä tarkoitetaan usein B-vitamiineja, kuten B12-, B1- ja B7-vitamiineja (Croft 
ym. 2006; Grant ym. 2014; Sañudo-Wilhelmy ym. 2014). Yli puolet mikrolevälajeista 
tarvitsee B12-vitamiinia kasvaakseen eli ne ovat B12-vitamiinin suhteen auksotrofeja. B12-
vitamiini toimii kofaktorina metioniini-synteesissä, jonka tuottama metioniini on 
välttämätön solujen kasvulle ja kehitykselle (Croft ym. 2005, Grant ym. 2014). B12-
auksotrofia on saattanut syntyä evoluution kuluessa levien aineenvaihdunnan muutoksen 
tuloksena (Croft ym. 2005). On todennäköistä, että levien sisältämä B12-vitamiini ei ole 
levien itse tuottamaa, vaan peräisin niiden kanssa symbioosissa elävistä bakteereista. 
Bakteerien ja levien symbioosissa levä tarjoaa bakteerille hiiltä saadakseen bakteerilta B12-
vitamiinia. Esimerkiksi viherlevät (Chlorophyta) pystyvät muodostamaan pitkäaikaisia 
symbiooseja alkueliöiden kanssa (Rikkinen 1999). Myös silmälevät (Euglena sp.) ovat 
kehittyneet viherleviä ravinnokseen pyydystävistä alkueliöistä. Jossain kehityksen 
vaiheessa ravinnoksi tarkoitettu viherlevä jäi pysyvästi silmälevän solurakenteen osaksi, 
minkä vuoksi silmälevien solulima voi sisältää endosymbioottisia bakteereja (Rikkinen 
1999). B12-vitamiinin lisäksi monet yhteyttävät esitumalliset mikrolevälajit vaativat myös 
B1- ja B7-vitamiineja. 
 
Croft ym. (2005) mukaan eräissä tutkimuksissa on osoitettu joidenkin mikrolevien 
pystyvän syntetisoimaan B12-vitamiinia alusta alkaen (de novo), mutta suurin osa 
mikrolevistä tarvitsee kasvuun vitamiinin ulkoisen lähteen. B12-vitamiinin de novo -
biosynteesi vaatii yli 30 geeniä ja on rajoittunut tiettyihin bakteereihin (esimerkiksi 
Pseudomonas denitrificans, Bacillus megaterium, P. freudenreichii) ja arkkeihin (Martens 
ym. 2002). Tämä tarkoittaa, että mikrolevän tulee olla joko itse bakteerinkaltainen 
(esimerkiksi syanobakteeri) tai symbioottisessa suhteessa B12-vitamiinia syntetisoivan 
bakteerin kanssa. Yabutan ja Watanaben (2009) artikkelin mukaan tietyt syanobakteerit 
11 
 
kykenevät muodostamaan B12-vitamiinin korriinirenkaan, mutta eivät 5,6-
dimetyylibentsimidatsolyyli-sivuryhmää (DMBI), minkä vuoksi syanobakteerisolut 
muodostavat mieluummin korrinoidiyhdisteen, jossa 5,6-dimetyylibentsimidatsolyyli-
nukleotidi on korvattu solujen aineenvaihduntatuotteella, adeniini-nukleotidilla. Tämä 
adeniinia sisältävä B12-vitamiinin pseudomuoto toimii syanobakteereissa koentsyyminä 
kobalamiinia vaativalle metioniinisyntaasi- tai ribonukleotidireduktaasi-entsyymeille, 
mutta ei ole ihmiselimistön hyödynnettävissä (Herbert 1988; Yabuta ja Watanabe 2009). 
Eräiden syanobakteerien (Aphanizomenon ja Arthrospira) on luultu olevan ihmiselle hyviä 
aktiivisen B12-vitamiinin lähteitä, mutta myöhemmin on paljastunut vitamiinin olevan juuri 
tätä ihmiselle ei-aktiivista pseudomuotoa (Teng ym. 2014). Herbertin (1988) mukaan 
jotkut bakteerit pystyvät syntetisoimaan useita muitakin B12-vitamiinin analogeja, jotka 
eivät toimi vitamiineina ihmiselimistössä, mutta joita bakteerit voivat itse hyödyntää 
metioniinisynteesissä. Jotkin mikrolevät saattavat hyödyntää pseudokobalamiinin, vain jos 
DMBI:a on saatavilla (Helliwell ym. 2016). Tällöin mikrolevät pystyisivät muodostamaan 
tarvitsemansa B12-vitamiinin itse pala palalta. 
 
Yleisesti käytetty B12-vitamiinin mikrobiologinen määritysmenetelmä ei ole tarpeeksi 
selektiivinen aktiiviselle B12-vitamiinille (Herbert 1988; Combs 2012). Mikrobiologisessa 
menetelmässä käytettävä bakteeri (esimerkiksi Lactobacillus delbrueckii) pystyy nimittäin 
hyödyntämään myös muita B12-vitamiinin analogeja, korrinoidiyhdisteitä ja 
nukleiinihappoja ravinnokseen, minkä vuoksi menetelmällä saadut tulokset voivat olla 
harhaanjohtavia (Combs 2012). Esimerkiksi Chamlagain ym. (2014) havaitsivat 
tutkimuksessaan UHPLC-menetelmällä mitatun B12-pitoisuuden poikkeavan 
mikrobiologisella menetelmällä mitatusta pitoisuudesta. UHPLC-menetelmällä määritetyn 
syanokobalamiinin pitoisuus oli 83 % mikrobiologisella menetelmällä määritetystä 
pitoisuudesta (Chamlagain ym. 2014). Eräs virheellisen suuren tuloksen aiheuttaja voi olla 
B12-vitamiinin pseudomuoto, jossa alempi ligandi sisältää DMBI:n sijaan adeniini-
sivuryhmän. 
 
2.1.2 Aiemmat tutkimukset koskien mikroleviä 
 
Watanabe ym. määrittivät tutkimuksessaan (1999) spirulina-tablettien (Arthrospira sp.) 
B12-vitamiinipitoisuutta mikrobiologisella menetelmällä käyttäen testiorganismina 
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 -bakteerikantaa. Tutkimuksessa vertailtiin 
mikrobiologisella menetelmällä määritettyä B12-vitamiinipitoisuutta kemiluminesenssilla 
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määritettyyn pitoisuuteen: mikrobiologinen menetelmä antoi 6–9-kertaisesti suuremman 
vitamiinipitoisuuden kemiluminesenssilla määritettyihin pitoisuuksiin verrattuna 
(Watanabe ym. 1999). Koska L. leichmannii pystyy hyödyntämään myös muita 
korrinoidiyhdisteitä kuin aktiivista B12-vitamiinia, vitamiinin eri analogit tunnistettiin 
käyttäen ohutlevykromatografiaa sekä käänteisfaasi-HPLC-menetelmää. Watanaben ym. 
(1999) tutkimuksessa todettiin spirulina-tablettien sisältämästä B12-vitamiinista noin 83 % 
olleen ei-aktiivista B12-vitamiinin pseudomuotoa. 
 
Myöhemmin Watanaben tutkimusryhmä (2014) on selvittänyt B12-vitamiinin aktiivisuutta 
syötäväksi kelpaavista mikrolevistä ja niistä valmistetuista ravintolisistä. Chlorella-tabletit 
sisältävät tutkimuksen mukaan biologisesti aktiivista B12-vitamiinimuotoa, mutta sen 
määrä vaihteli rajusti eri valmistajien välillä jopa sadoilla mikrogrammoilla 100 grammaa 
kuivapainoa kohti – syytä ei tunneta. Watanaben artikkelin (2014) mukaan syötäväksi 
kelpaavat syanobakteerit, kuten Aphanizomenon, Nostoc ja Arthrospira sp., ja niistä 
valmistetut ravintolisät sisältävät myös paljon B12-vitamiinia mikrobiologisella 
menetelmällä määritettynä. Valtaosa tästä on kuitenkin B12-vitamiinin ei-aktiivista 
pseudomuotoa.  
 
2.2 B-vitamiineista yleisesti 
 
Lukuunottamatta C-vitamiinia kaikki vesiliukoiset vitamiinit kuuluvat B-vitamiineihin 
(Barasi 2003). Monilla B-vitamiineilla on elimistössä samankaltaisia tehtäviä ja ne 
toimivatkin usein yhdessä aineenvaihdunnan kofaktoreina. Ne helpottavat energian 
hyödyntämistä ja ovat osallisina erilaisten aineenvaihduntatuotteiden muuntumisessa eri 
yhdisteiksi. Folaatti ja B12-vitamiini osallistuvat solujen jakaantumiseen. Vesiliukoiset 
vitamiinit eroavat kemialliselta luonteeltaan rasvaliukoisista vitamiineista. Vesiliukoiset 
vitamiinit imeytyvät laskimovereen ruoansulatuksen jälkeen ja erittyvät virtsaan, jos 
vitamiinia on ylimäärin. Vesiliukoiset vitamiinit toimivat entsyymeissä kofaktoreina, mutta 
eivät suoranaisesti varastoidu elimistöön. Vesiliukoiset vitamiinit tuhoutuvat helposti 
ruoanvalmistuksen yhteydessä, koska ne liukenevat esimerkiksi keitinveteen. Ne ovat 
myös herkkiä valolle ja hapelle (Barasi 2003). 
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2.3 Folaatti 
 
2.3.1 Rakenne ja ominaisuudet 
 
Folaateiksi kutsutaan B-vitamiinien ryhmää, jolla on samankaltainen biologinen 
aktiivisuus kuin foolihapolla. (Combs 2012; Russell 2012). Folaatit rakentuvat kolmesta 
osasta: pteridiinirenkaasta, para-aminobentsoehaposta sekä yhdestä tai useammasta L-
glutamiinihappotähteestä (Blakley 1987). Tähteet ovat kiinni toisissaan peptidisidoksin. 
Synteettisesti valmistettua foolihappoa (kuva 1) eli pteroyyliglutamiinihappoa (PGA) 
esiintyy harvoin luonnossa, mutta sitä käytetään elintarvikkeiden täydentämisessä sen 
stabiilisuuden vuoksi (Russell 2012).  
 
Kuva 1. Foolihapon eli pteroyyliglutamiinihapon rakenne koostuu kolmesta osasta, joita ovat kuvassa 
vasemmalla laatikoitu 2-amino-4-hydroksipteridiiniosa, keskellä para-aminobentsoaattiosa ja oikealla L-
glutamiinihappotähde (kuva: Mäkelä 2012).  
 
Folaatit esiintyvät täysin hapettuneessa (foolihappo) ja osittain tai täysin pelkistyneessä 
muodossa (dihydrofolaatti, tetrahydrofolaatti) (Johansson 2005). Tetrahydrofolaatissa voi 
olla kiinnittyneenä metyyli-, formyyli ja formiminosubstituentteja (Blakley 1987). Nämä 
substituentit ovat liittyneenä molekyylin typpiatomeihin 5 (5-metyyli- ja 
formyylitetrahydrofolaatti kuvassa 2a) ja 10 (10-formyylifoolihappo ja 10-
formyylidihydrofolaatti kuvassa 2b). Folaattimolekyylissä voi esiintyä myös typpiatomien 
välisiä, molekyylin sisäisiä metyleeni- ja metenyylisiltoja, kuten 5,10-
metenyylitetrahydrofolaatissa (kuva 2b). Luonnossa esiintyvät folaattimuodot ovat hyvin 
herkkiä muun muassa valolle, lämmölle, hapelle, pH:n muutoksille ja tietyille metalli-
ioneille (Combs 2012). 
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Kuva 2a. Eri folaattivitameerien rakenteita: tetrahydrofolaatti (H4), 5-metyylitetrahydrofolaatti (5-CH3-H4) ja 
5-formyylitetrahydrofolaatti (5-CHO-H4) (kuva: Mäkelä 2012). 
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Kuva 2b. Eri folaattivitameerien rakenteita: 10-formyylifoolihappo (10-CHO-PGA), 10-
formyylidihydrofolaatti (10-CHO-H2) ja 5,10-metenyylitetrahydrofolaatti (5,10-CH
+
-H4) (kuva: Mäkelä 
2012). 
Folaattia tarvitaan koentsyymiksi elimistön aminohappojen ja nukleotidien 
aineenvaihduntaan, jossa folaatin pelkistynyt muoto tetrahydrofolaatti luovuttaa yhden 
hiilen yksiköitä osallistuen esimerkiksi DNA-synteesiin tai metioniinin muodostukseen 
homokysteiinistä (Russell 2012). B12-vitamiinista riippuvainen entsyymi, 
metioniinisyntaasi mahdollistaa 5-metyylitetrahydrofolaatin muodostuksen 
tetrahydrofolaatista (Combs 2012). B12-vitamiinin puute heikentää folaatin hyödyntämistä 
ja aiheuttaa puutosoireet, jotka ovat samankaltaisia B12-vitamiinin puutosoireiden kanssa. 
Foolihappojohdannaiset ovat osallisina moniin nukleiinihappojen ja aminohappojen 
biosynteettisiin reaktioihin, ja niiden puutos voi johtaa megaloplastiseen anemiaan, joka 
johtuu DNA- ja RNA-synteesin häiriintymisestä (Combs 2012; Russell 2012). 
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Megaloplastinen anemia kehittyy 2–3 kuukautta puutostilan syntymisestä. Folaatin puute 
odottavilla äideillä voi johtaa keskenmenoon tai sikiön kehitysvaurioihin, joista yleisin on 
hermostoputken sulkeutumishäiriö. Tämän vuoksi folaatin saannin turvaaminen 
lisäravinteilla olisi suositeltavaa raskautta suunnitteleville naisille (Coultate 2002).  
 
2.3.2 Esiintyminen elintarvikkeissa 
 
Sekä kasvi- että eläinkunnan tuotteet sisältävät folaattia, mutta erityisen hyviä folaatin 
lähteitä ovat maksa, sienet ja vihreät ja lehtevät vihannekset (Combs 2012). 
Elintarvikkeissa folaatti esiintyy pääasiassa pelkistyneessä muodossa tetrahydrofolaatin 
polyglutamyylijohdannaisina, joista yleisimmät ovat 5-metyylitetrahydrofolaatti ja 10-
formyylitetrahydrofolaatti. Metyyli-johdannaiset ovat yleisiä niin kasvi- kuin eläinkunnan 
tuotteissa. Folaatin vapaata monoglutamaatti-muotoa ei esiinny lähes lainkaan 
elintarvikkeissa (Combs 2012). Tärkeimpiä folaatin lähteitä suomalaisten ruokavaliossa 
ovat viljavalmisteet, kasvikset, hedelmät ja marjat (Helldán ym. 2013). 
 
2.4 B2-vitamiini 
 
2.4.1 Rakenne ja ominaisuudet 
 
B2-vitamiini eli riboflaviini muodostuu isoalloksatsiini-rungosta, johon on liittynyt 
ribityyli-sivuketju (Coultate 2002; Combs 2012). Yhdistettä kutsutaan 7,8-dimetyyli-10-
(1´-D-ribityyli)-isoalloksatsiiniksi. Aineenvaihdunnallisesti aktiivisia B2-vitamiinin 
koentsyymimuotoja ovat flaviinimononukleotidi (FMN) ja flaviiniadeniinidinukleotidi 
(FAD), jotka ovat yleensä sitoutuneet erityisiin flaviiniproteiineihin (kuva 3). B2-
vitamiinin koentsyymimuodot osallistuvat biologisiin elektroninsiirtoreaktioihin, jotka 
liittyvät olennaisesti muun muassa proteiinien, hiilihydraattien ja rasvojen 
aineenvaihdunnallisiin reaktioihin.  
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Kuva 3. B2-vitamiini eli riboflaviini koostuu isoalloksatsiini-ytimestä, jossa on kiinnittyneenä ribityyli-
sivuketju. B2-vitamiinin koentsyymimuodoista flaviiniadeniininukleotidin (FAD) rakenne sisältää adeniini-
emäksen (ympyröity). Flaviinimononukleotidissa (FMN) on fosfaattiosa, jota ei ole riboflaviinin rakenteessa 
(kuva: PubChem [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/riboflavin]). 
 
B2-vitamiini ja sen vitameerit ovat hyvin stabiileja lämmölle, joten vitamiinia ei tuhoudu 
ruokaa kuumennettaessa, mutta vesiliukoisena vitamiinina se uuttuu keitettäessä 
keitinveteen (Combs 2012). B2-vitamiini on epästabiili emäksisissä olosuhteissa ja 
kaikkein stabiilein pH:ssa 2–5 (Combs 2012; Russell 2012). B2-vitamiini on erittäin herkkä 
valolle ja sille altistaminen muuttaa vitamiinin biologisesti ei-aktiiviksi muodoiksi. 
Elintarvikkeen säteilytyksessä syntyvät happiradikaalit hajottavat B2-vitamiinia (Combs 
2012).  
 
B2-vitamiinin puutostila vaikuttaa moniin kudoksiin ja puutos aiheuttaa iho- ja hermosto-
oireita (Combs 2012). Puutos vaikuttaa myös useisiin flavoentsyymeihin ja niiden 
aktiivisuuteen, mikä johtaa lopulta energia-, aminohappo- ja lipidiaineenvaihdunnan 
häiriintymiseen. B2-vitamiinin puutoksen markkerina käytetään 
erytrosyyttiglutationireduktaasia (EGR), sillä sen äkillinen väheneminen viittaa 
puutostilaan. Erityisiä, kliinisiä B2-vitamiinin puutostilaoireita ilmaantuu harvoin, sillä 
vitamiinin puute liittyy yleiseen heikkoon ravitsemustilaan (Mutanen ja Voutilainen 2000; 
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Combs 2012). Myös runsas alkoholinkulutus häiritsee vitamiinin hyödyntämistä 
elimistössä. 
 
2.4.2 Esiintyminen elintarvikkeissa 
 
B2-vitamiinia esiintyy elintarvikkeissa proteiineihin sitoutuneena, yleensä 
koentsyymimuodoissaan FMN:na ja FAD:na (Combs 2012). Nopeakasvuiset, vihreät ja 
lehtevät vihannekset ja kasvikset sisältävät runsaasti B2-vitamiinia, mutta silti vitamiinia 
saadaan eniten maitotuotteista. Vihreiden vihannesten, kasvisten ja maitotuotteiden lisäksi 
B2-vitamiinin tärkeimpiin lähteisiin kuuluu myös liha- ja viljavalmisteet (Combs 2012; 
Russell 2012). Viljassa riboflaviinia on eniten alkiossa ja leseessä, joten viljanjyvien 
jauhatusasteella on vaikutusta viljavalmisteen B2-vitamiinipitoisuuteen (Combs 2012). Ei-
kovalenttisesti sitoutuneet riboflaviinin koentsyymimuodot ja vapaa riboflaviini imeytyvät 
hyvin ja ovat siten elimistön hyödynnettävissä. Kasvien sisältämät kovalenttisesti 
sitoutuneet flaviini-kompleksit eivät sen sijaan sula ruoansulatuksessa. Yleisesti 
eläinperäinen B2-vitamiini on paremmin elimistön hyödynnettävissä kuin kasviperäinen. 
 
2.5 Niasiini 
 
2.5.1  Rakenne ja ominaisuudet 
 
Niasiini on yleisnimitys nikotiinihapolle ja yhdisteille, joilla on nikotiiniamidin biologinen 
aktiivisuus (Russell 2012). Virallisesti niasiini määritellään pyridiini-3-karboksyylihapoksi 
tai sen johdoksiksi, joilla on nikotiiniamidia vastaava biologinen aktiivisuus (Combs 
2012). Nikotiinihapon rakenne sisältää karboksyylihapporyhmän ja nikotiiniamidi 
karboksyylihappoamidin (kuva 4). Molempien yhdisteiden biologiset ominaisuudet 
perustuvat pyridiinirenkaaseen.  
 
Kuva 4. Nikotiinihapon ja nikotiiniamidin rakenteet (kuva: Sigma-Aldrich [http://www.sigmaaldrich.com], 
muokattu). 
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Nikotiinihapon ja nikotiiniamidin aktiivisia koentsyymimuotoja (kuva 5) ovat 
nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD) sekä tämän fosforyloitunut muoto, NAD-
fosfaatti (NADP) (Russell 2012). Nämä yhdisteet esiintyvät sekä hapettuneessa 
(NAD
+
/NADP
+
) että pelkistyneessä (NADH/NADPH) muodossa. Niasiini toimii 
elektronien kuljettajina solussa ja osallistuu proteiinien, rasvojen ja hiilihydraattien 
aineenvaihduntareaktioihin, kuten sitruunahappokiertoon ja amino- ja rasvahappojen 
hajotukseen. Koentsyymi NAD(P) osallistuu hapetus-pelkistysreaktioihin elektronien 
vastaanottajana tai vetyatomin luovuttajana. Niasiinin koentsyymit osallistuvat reaktioiden 
kautta lopulta adenosiinitrifosfaatin (ATP) tuotantoon, jolla on merkitystä solun energia-
aineenvaihdunnan kannalta.  
 
 
Kuva 5. Niasiinin koentsyymimuotojen rakenteet. Laatikoituna nikotiiniamidin rakenne (kuva: ResearchGate 
[https://www.researchgate.net], muokattu). 
  
Niasiinin kliinistä puutostilaa kutsutaan pellagraksi, joka oirehtii ihotulehduksina ja 
pigmenttimuutoksina (Eitenmiller ym. 2008; Russell 2012). Oireisiin kuuluvat ripuli ja 
oksentelu aiheuttavat muutoksia suun ja suoliston limakalvoilla. Anemian ilmaantuminen 
on myös tavallista pellagrassa. Niasiinipitoisuuden ollessa ruokavaliossa vähäinen, mutta 
päivittäisen proteiinin saannin ollessa yli 100 g, elimistö saa kuitenkin riittävästi niasiinia, 
sillä tryptofaani on yksi niasiinin koentsyymimuodoista. Puutostila syntyy vasta silloin, 
kun proteiinistakin on puutetta. Niasiinin puutos ja pellagra ovat yleisiä Afrikassa ja Etelä-
Amerikassa (Eitenmiller ym. 2008). Niasiinin puutostilan syntymiseen liittyy 
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ravinnonpuutteen ja yksipuolisen ruokavalion lisäksi niasiinin esiintyminen sitoutuneessa 
muodossa.  
 
2.5.2 Esiintyminen elintarvikkeissa 
 
Niasiinia voi esiintyä vapaana ja sidottuna muotona, joista sidotun niasiinin biologinen 
käytettävyys on vähäistä (Russell 2012). Niasiini esiintyy kasveissa pääasiassa 
nikotiinihappona (NA), joka on kovalenttisesti sitoutuneena polysakkarideihin ja 
glykopeptideihin (Ball 2008; Combs 2008). Kasvikunnan tuotteissa makromolekyyleihin 
sitoutunut niasiini on vain rajoitetusti elimistön käytettävissä. Eläinkunnan tuotteissa 
koentsyymimuodoissaan esiintyvä niasiini on kuitenkin helposti elimistön 
hyödynnettävissä (Kodicek ja Wilson 1959; Mason ym. 1971; Carter ja Carpenter 1982). 
Liha sisältää yleensä NAD:a ja NADP:a, joista vapautuu nikotiiniamidia (NAM) 
esimerkiksi kypsennettäessä (Russell 2012). Elintarvikkeiden täydentämiseen käytetään 
sekä nikotiinihappoa että sen amidia. Niasiinin saantisuositus naisille on 15 mg/vrk ja 
miehille 20 mg/vrk (Helldán ym. 2013). 
 
2.6    B12-vitamiini 
 
2.6.1 Rakenne ja ominaisuudet 
 
B12-vitamiinin rakenne sisältää korriinirenkaan, jossa keskusatomina on neljän 
pyrrolirenkaan ympäröimä kobolttiatomi, johon on liittynyt sekä alempi α- että ylempi β-
ligandi (kuva 6) (Herbert 1988; Combs 2012; Russell 2012). Kaikista korrinoideista, joilla 
on syanokobalamiinin biologinen aktiivisuus ja alempana ligandina 5,6-
dimetyylibentsimidatsolyyli (DMBI), käytetään nimitystä B12-vitamiini. Luonnossa 
esiintyvillä B12-vitamiinimuodoilla voi ylempänä ligandina olla deoksiadeno-, metyyli-, tai 
hydroksiryhmä (Herbert 1988). Tällöin puhutaan adeno-, metyyli- tai 
hydroksikobalamiinista. Synteettistä B12-vitamiinia kutsutaan syanokobalamiiniksi, jonka 
ylempi ligandi eroaa luonnossa esiintyvien ylemmistä ligandeista. Syanokobalamiinissa 
korrinoidirenkaassa on syanoligandi (-CN) sitoutuneena kobolttiatomin β-asemaan 
(Russell 2012). Syanokobalamiinia ei esiinny luonnostaan elintarvikkeissa, mutta sitä 
käytetään niiden täydentämiseen sen stabiilisuuden vuoksi. Syanokobalamiini on kuitenkin 
epästabiili näkyvälle valolle. Jo lyhyt altistus UV-säteilylle tai voimakkaalle valolle tuhoaa 
vitamiinia. Jos korriinirenkaan alempi ligandi, DMBI, on korvattu adeniini-emäksellä, 
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kyseessä on B12-vitamiinin pseudomuoto, joka ei ole ihmiselimistön hyödynnettävissä, 
eikä täten bioaktiivinen (Taga ja Walker 2008). 
 
 
Kuva 6. B12-vitamiinin rakenne sisältää korrinoidirenkaan, jonka keskusatomina on koboltti. Koboltin 
ylempään β-ligandiin voi olla kiinnittyneenä hydroksi-, metyyli-, syano- tai adenosyyliryhmä, jolloin kyseessä 
on hydroksi-, metyyli-, syano- tai adenosyylikobalamiini. Jos DMBI (ympyröity) on korvautunut adeniinilla, 
kyseessä on pseudokobalamiini, joka ei ole ihmiselimistön hyödynnettävissä. (kuva: Taga ja Walker 2008, 
muokattu). 
 
Jotta B12-vitamiini voisi imeytyä ihmisen elimistöön, se tarvitsee sisäistä tekijää (IF, 
intrinsic factor), johon DMBI voi sitoutua (Nielsen ym. 2012). Elimistössä biologisesti 
aktiivisia B12-vitamiinin muotoja ovat sen koentsyymimuodot metyylikobalamiini ja 5’-
deoksiadenosyyli-kobalamiini (Russell 2012). Ihmiselimistö tarvitsee metyyli- ja 5’-
deoksiadenosyylikobalamiinia metioniinisynteesiin sekä metyylimalonyyli-KoA:n 
muuttamiseen sukkinyyli-KoA:ksi (Nielsen ym. 2012). Metyylimalonaattia käytetään B12-
vitamiinin puutoksen biomarkkerina. B12-vitamiini mahdollistaa folaatin uudelleen 
aktivoimisen, sillä homokysteiini-transferaasientsyymiin sitoutunut B12-vitamiini siirtää 
metyyliryhmän 5-metyylitetrahydrofolaatilta homokysteiinille, jolloin syntyy metioniinia. 
B12-vitamiinin puutostilassa elimistöön kertyy homokysteiiniä ja tetrahydrofolaatin 
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synteesi pysähtyy. Jos B12-vitamiinia ei ole tarpeeksi, 5-metyylitetrahydrofolaattia 
kasaantuu soluun ja muiden folaattijohdannaisten muodostus rajoittuu, mikä vaikuttaa 
rasva- ja aminohappojen aineenvaihduntaan (Nielsen ym. 2012). 
 
2.6.2 Esiintyminen elintarvikkeissa 
 
Vain tietyt bakteerit kykenevät syntetisoimaan B12-vitamiinia, minkä vuoksi kasvit eivät 
luonnostaan sisällä B12-vitamiinia lainkaan, muuten kuin esimerkiksi pintakontaminaationa 
lannoitteista (Coultate 2002; Martens ym. 2002). Koska B12-vitamiinin synteesi on 
rajoittunut tiettyihin bakteereihin, vain bakteereilla käsitellyt, kuten fermentoidut 
elintarvikkeet ja B12-vitamiinia varastoivat sisäelimet, kuten maksa, ovat erinomaisia 
kyseisen vitamiinin lähteitä (Combs 2012). Maitotuotteet, liha, kananmunat, kala ja 
äyriäiset ovat tyypillisimpiä B12-vitamiinin lähteitä. Myös joidenkin kasviperäisten 
tuotteiden, kuten tiettyjen kuivattujen levien (Porphyra sp. ja Chlorella sp.) ja sienien on 
todettu sisältävän B12-vitamiinia (Watanabe ym. 2013). Sekasyöjät, jotka syövät sekä lihaa 
että kasviksia, saavat tarpeeksi B12-vitamiinia päivittäisestä ruokavaliostaan. Täysin 
kasvisruokavalioon siirryttäessäkin B12-vitamiinin puutos saattaa kehittyä vasta useiden 
vuosien kuluttua (Mutanen ja Voutilainen 2000). B12-vitamiini varastoituu elimistöön ja 2–
5 mg:n varasto riittää useiksi vuosiksi ehkäisemään puutosoireiden syntymistä.  
 
2.7 B-vitamiinien merkitys terveydelle  
 
Vitamiinit ja kivennäisaineet ovat välttämättömiä elintoimintojen ylläpitämiseksi ja niiden 
puutteellinen saanti on yhdistetty väestötutkimuksissa suurentuneeseen 
pitkäaikaissairauksien riskiin (VRN 2014). Vitamiinien riittävä saannilla on suuri merkitys 
kansanterveydelle. Vitamiinien tarve voi vaihdella yksilöllisistä syistä, mutta tutkimuksista 
johdettu keskimääräinen saanti riittänee täyttämään määritellyn terveystavoitteen noin 
puolella väestöstä, mutta suositukset ovat usein tätä korkeampia, sillä niiden pitää pystyä 
täyttämään vitamiinien tarve 97–98 %:lla väestöstä. Yksilön vitamiinin todellinen tarve voi 
siis olla pienempi kuin suositusten määrittelemä.  
 
Valtion ravitsemusneuvottelukunta (2014) on tarkistanut uusissa, pohjoismaisiin 
suosituksiin perustuvissa ravitsemussuosituksissa D-vitamiinin, seleenin ja folaatin 
saantisuosituksia, mutta muiden vitamiinien ja kivennäisaineiden kohdalla 
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saantisuositusten nostamiselle ei ollut perusteita. Uusista saantisuosituksista huolimatta 
folaatin saanti voi naisilla olla liian alhaista. Suomalaisten naisten folaatin keskimääräinen 
saanti jää alle suositellun 300 µg/vrk (VRN 2014). 
 
Kasvissyöjillä esiintyy tutkimusten perusteella vähemmän lihavuutta, sydän- ja 
verisuonisairauksia ja 2-tyypin diabetesta kuin länsimaalaisella väestöllä yleensä (VRN 
2014). Kasvisruokavaliossa suositaan paljon erilaisia kasvikunnan tuotteita vihanneksista, 
juureksista, marjoista ja hedelmistä palkokasveihin, kasviöljyihin sekä pähkinöihin ja 
siemeniin. Täysin vegaaninen ruokavalio ei sisällä edes maitotuotteita tai kananmunia, 
joten sen toteutus on haasteellisempaa kuin lakto-ovo-vegetaarisen (sisältää 
maitovalmisteita ja kananmunaa) tai laktovegetaarisen (sisältää maitovalmisteita). B-
vitamiinien suhteen vegaaniruokavaliossa tulee kiinnittää huomiota erityisesti B12- ja B2-
vitamiinin riittävään saantiin, sillä B12-vitamiinia saa vain eläinkunnan tuotteista. 
Mikrobien avulla hapatetut ruoat sekä merilevät voivat sisältää jonkin verran B12-
vitamiinia ja sen kaltaisia yhdisteitä, jotka eivät välttämättä ole elimistön hyödynnettävissä. 
 
Vesiliukoisilla B-vitamiineilla on tärkeä rooli elimistössä (Barasi 2003). Ilman niitä useat 
elimistön aineenvaihdunnalliset reaktiot ovat vaarassa häiriintyä. B-vitamiinien 
puutosoireet ovat osittain samankaltaisia ja ne usein vaikuttavat ihon, suun ja kielen 
terveyteen. Liha ja maitotuotteet ovat hyviä B2- ja B12-vitamiinin lähteitä. Liha ja 
viljavalmisteet ovat myös hyviä niasiinin lähteitä. Folaattia esiintyy erityisesti marjoissa, 
hedelmissä, kasviksissa ja vihanneksissa sekä viljavalmisteissa. Ruoanvalmistuksen 
yhteydessä vesiliukoiset vitamiinit kuitenkin tuhoutuvat tai liukenevat herkästi 
keitinveteen. B-vitamiinit ovat myös herkkiä valolle ja hapelle, joten niitä sisältävien 
elintarvikkeiden säilytysolosuhteisiin on syytä kiinnittää huomiota. 
 
2.8 B-vitamiinianalytiikka 
 
2.8.1 Folaattianalytiikka 
 
Folaattianalytiikassa näytemateriaalin esikäsittely on olennainen osa analyysia (Edelmann 
2014). Uuttamalla vapautetaan näytematriisiin fyysisesti sidotut folaatin 
polyglutamaattimuodot, jotta ne voitaisiin entsyymikäsittelyssä irrottaa näytematriisin 
hiilihydraateista ja proteiineista. Näin näytteestä saadaan määritettyä folaattipitoisuus 
mahdollisimman tarkasti. Entsyymikäsittelyssä käytetään tiettyjä amylaasi- ja proteaasi- 
24 
sekä konjugaasientsyymejä pilkkomaan polyglutamaattiketjuista mono- ja diglutamaatteja. 
Ennen folaatin kromatografista määrittämistä näyte puhdistetaan 
affiniteettikromatografisesti, jotta mittauksessa vältyttäisiin häiritseviltä piikeiltä. 
Affiniteettikromatografisessa puhdistuksessa käytetään folaattia sitovaa proteiinia, joka 
pidättää folaattia pH:n ollessa 7–9. Eluointi tapahtuu laskemalla eluointiliuoksen pH 
3,5:een. 
 
Kokonaisfolaattipitoisuuden määrittämisessä käytetyin menetelmä on mikrobiologinen 
menetelmä (Edelmann 2014). Menetelmässä alun perin käytetyistä näyteputkista 
siirtyminen 96-kuoppaisiin mikrotiter-levyihin on parantanut menetelmän tehokkuutta ja 
laskenut toteamisrajaa. Myös testiorganismien säilöminen ja pakastaminen glyserolissa on 
parantanut menetelmän uusittavuutta. Mikrobiologinen menetelmä on edullinen ja herkkä 
menetelmä, mutta aikaavievä ja työläs – menetelmän suorittamiseen kuluu vähintään 2 
vuorokautta. Näytteiden mahdollisesti sisältämät antibiootit ja antifolaatit voivat häiritä tai 
vääristää mittausta. Menetelmä perustuu folaattia ravintonaan hyödyntävän mikro-
organismin kasvuun ja kasvun turbidimetriseen mittaukseen. Mikro-organismina käytetään 
yleensä Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 -kantaa, joka antaa vasteen folaatin mono-, 
di ja triglutamaattimuodoille. Glutamyyli-tähteen kasvaessa menetelmän herkkyys 
heikkenee (Pfeiffer ym. 2010). Menetelmä edellyttää steriiliä työympäristöä, jotta vältytään 
mikrobiologiselta kontaminaatiolta (Edelmann 2014). 
 
Nestekromatografisella menetelmällä voidaan määrittää folaatin eri vitameerimuotoja ja 
synteettisesti valmistettua foolihappoa (Edelmann 2014). Useimmat korkean erotuskyvyn 
nestekromatografiset (HPLC) menetelmät erottelevat vitameerit vastaavina 
monoglutamaatteina käänteisfaasikromatografian avulla. Stationäärifaasina on yleisesti 
käytetty C18-silika-kolonnia (Kariluoto ym. 2001). Monoglutamaattien pidättyminen 
kolonnissa pitenee huomattavasti pH:n noustessa yli 4, minkä vuoksi liikkuvana faasina 
käytetään fosfaattipuskuria, jonka pH on 2–3, ja asetonitriiliä (Pfeiffer ym. 2010). Myös 
gradientin käyttäminen on suositeltavaa. 
 
Folaatin vitameerien määrityksessä ilmaisimena on käytetty UV-, diodirivi- (DAD) tai 
fluoresenssi-ilmaisinta (FLR) (Edelmann 2014). Folaattivitameerien monoglutamaattien 
absorptioaallonpituus vaihtelee 267 ja 300 nm:n välillä pH:n ollessa 3–5. Vain 5,10-
metenyylitetrahydrofolaatin absorptioaallonpituus on 355 nm. Pelkistyneet 
folaattivitameerit, kuten tetrahydrofolaatti, 5-metyylitetrahydrofolaatti ja 5-formyyli-
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tetrahydrofolaatti, voidaan mitata fluorometrisesti käyttämällä viritysaallonpituutena 295 
nm ja emissioaallonpituutena 365 nm. Viljanäytteiden folaattivitameereja määritettäessä 5-
formyylitetrahydrofolaatin ja tetrahydrofolaatin on havaittu peittyvän näytteen 
puhdistamisesta huolimatta, minkä vuoksi suositellaan sekä UV- että FLR-ilmaisimien 
yhtäaikaista käyttöä sekä varmistusta DAD-ilmaisimella (Kariluoto ym. 2008). 
 
2.8.2 B2-vitamiinianalytiikka 
 
Riboflaviinin ensisijaisena määritysmenetelmänä on yleensä käytetty AOAC:n 
(Association of Official Analytical Chemists) virallista menetelmää 970.65 (Eitenmiller 
ym. 2008). Menetelmässä FMN ja FAD happohydrolysoidaan ensin vapaaksi 
riboflaviiniksi, minkä jälkeen saadaan kokonaisriboflaviinipitoisuus määritettyä 
fluoresenssin avulla käyttäen viritysaallonpituutena 440 nm ja emissioaallonpituutena 565 
nm. Hydrolyysi viimeistellään autoklavoimalla näytteet 0,1 M suolahapossa 30 minuutin 
ajan. Proteiinit poistetaan näytteestä säätämällä pH 4,5:een, minkä jälkeen näyte 
suodatetaan tai sentrifugoidaan. 
 
Eurooppalaisen standardimenetelmän 14152 (CEN 2012) mukaisesti riboflaviinin pitoisuus 
määritetään erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografisella menetelmällä (UHPLC), 
jossa riboflaviini ensin happohydrolysoidaan näytteestä ja defosforyloidaan 
entsymaattisella käsittelyllä käyttämällä taka-diastaasi-entsyymiä, joka hydrolysoi FAD:sta 
ja FMN:sta riboflaviinia. Ilmaisimena käytetään FLR-ilmaisinta. Viritysaallonpituutena 
käytetään 468 nm ja emissioaallonpituutena 520 nm. Menetelmässä riboflaviinin pitoisuus 
lasketaan ulkoisen standardin avulla (sianmaksa). 
 
Nestekromatografiset menetelmät soveltuvat hyvin kokonaisriboflaviinin määritykseen 
(Eitenmiller ym. 2008). Kolonnina voidaan käyttää C18-silika- tai aminokolonnia ja 
ilmaisimena joko fluoresenssi- tai UV-ilmaisinta. Koentsyymimuotojen (FAD ja FMN) ja 
vapaan riboflaviinin määrittäminen samanaikaisesti on myös mahdollista. Riboflaviinin ja 
tiamiinin (B1-vitamiini) nestekromatografinen määrittäminen samanaikaisesti on myös 
yleistä. 
 
Riboflaviinin mikrobiologinen määritys on myös mahdollista (Eitenmiller ym. 2008). 
Riboflaviinin mikrobiologisessa määritysmenetelmässä käytetään Lactobacillus casei sp. 
rhamnosus ATCC 7469 -testiorganismia. Menetelmään kuuluu myös happohydrolyysi, 
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jotta FAD ja FMN saadaan muutettua vapaaksi riboflaviiniksi. L. casein kasvuun 
vaikuttavat kuitenkin näytteen mahdollisesti sisältämät tärkkelys, proteiinien 
hajoamistuotteet ja vapaat rasvahapot, jotka on tärkeää poistaa näytteestä ennen määritystä. 
Muita mahdollisia testiorganismeja riboflaviinin mikrobiologisessa määritysmenetelmässä 
ovat Leuconostoc mesenteroides, Tetrahymena pyriformis ja Enterococcus faecalis 
(Eitenmiller ym. 2008). 
 
2.8.3 Niasiinianalytiikka 
 
Niasiinia voidaan määrittää usealla eri tavalla: mikrobiologisella, kemiallisella tai 
nestekromatografisella menetelmällä (Rautio 2014). Koska niasiini on heikosti haihtuva 
yhdiste, kaasukromatografinen menetelmä soveltuu huonosti sen määrittämiseen, ellei 
niasiinista tehdä helposti haihtuvaa johdosta. Myös kapillaarielektroforeesi- sekä 
massaspektrometria-nestekromatografisen menetelmän soveltuvuutta niasiinianalytiikkaan 
on tutkittu.  
 
Kolorimetrisessä menetelmässä tapahtuu Königin reaktio, joka saa nikotiinihapon ja 
nikotiiniamidin reagoimaan syanogeenibromidin ja aromaattisen amiinin kanssa (Ball 
1994). Reaktiosta muodostuu värillisiä yhdisteitä, joiden absorption mittaaminen onnistuu 
spektrofotometrisesti aallonpituudella 436 nm, minkä jälkeen niasiinin pitoisuus lasketaan 
absorptiosta. Menetelmän heikkoutena on kuitenkin sen huono selektiivisyys ja 
epätarkkuus (Vidal-Valverde ja Reche 1991). Sillä määritetyt pitoisuudet ovat suurempia 
kuin muilla menetelmillä, koska kaikki 3-pyridiinijohdannaiset osallistuvat myös 
reaktioon.   
 
Mikrobiologisessa menetelmässä voidaan hyödyntää useita eri bakteerikantoja, esimerkiksi 
Mesenteroides- ja Lactobacillus sp. -bakteereja (Ball 1994). Bakteerin kasvu korreloi 
menetelmässä suoraan niasiinin pitoisuuteen. Lactobacillus sp. soveltuu hyvin 
nikotiinihapon määrittämiseen ja Mesenteroidesta käytetään usein 
kokonaisniasiinipitoisuuden määrittämiseen. Mikrobiologinen menetelmä on herkkä, mutta 
työläs, eikä riittävän spesifinen, sillä se antaa usein suuremman niasiinipitoisuuden 
elintarvikkeista kuin monet muut menetelmät (Rose-Sallin ym. 2001). Epäspesifisyys 
johtuu bakteereista, jotka voivat hyödyntää myös sidottua niasiinia, jota ihmiselimistö ei 
pysty kunnolla hyödyntämään ja näin mikrobiologisesti saatu tulos on suurempi kuin 
nestekromatografisesti määritetty tulos. 
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Tavallisesti niasiinin määrittämiseen käytetään korkean erotuskyvyn nestekromatografista 
menetelmää (HPLC) (Rautio 2014). HPLC-menetelmä yhdistettynä UV-detektioon 
soveltuu määritysmenetelmäksi, kun tutkittavan näytteen niasiinipitoisuus on suuri. UV-
detektio kuitenkin vaatii näytteen esipuhdistamista, jotta epäpuhtaudet eivät häiritsisi 
detektiota (Vidal-Valverde ja Reche 1991). Fluoresenssidetektion (FLR) on todettu olevan 
UV-detektiota spesifisempi ja herkempi. FLR:a varten tutkittavasta näytteestä täytyy 
valmistaa fluoresoiva johdos joko ennen kolonnia tai sen jälkeen. Mawatari ym. (1991) 
valmistivat kolonnin jälkeisen fluoresoivan yhdisteen UV-valon, kuparisulfaatti-
katalysaattorin ja vetyperoksidin avulla. Vetyperoksidi reagoi 3-pyridiinien kanssa, mistä 
teki johdoksesta fluoresoivan. Euroopan standardin mukaisella menetelmällä 15652 (CEN 
2009) niasiini määritetään HPLC-FLR:llä, jossa fluoresenssi-ilmaisimen viritys- ja 
emissioarvot ovat 322 nm ja 380 nm ja fluoresoiva yhdiste muodostetaan 
kolonninjälkeisesti polytetrafluorieteeni- eli PTFE-putken ja UV-lampun avulla. 
 
2.8.4 B12-vitamiinianalytiikka 
 
B12-vitamiinin määrittämiseen on olemassa useita eri tekniikoita, joista tavallisimpia ovat 
mikrobiologinen ja HPLC-menetelmä (Kumar ym. 2010). Muita B12-vitamiinin 
määrittämiseen soveltuvia menetelmiä ovat muun muassa kemiluminesenssi, 
fluorometrinen menetelmä, kapillaarielektroforeesi ja erilaiset massaspektrometriset 
menetelmät.  Mikrobiologisessa menetelmässä käytetyn bakteerin kasvu on suoraan 
verrattavissa vitamiinin määrään. B12-vitamiinin määrittämiseen voidaan käyttää useita 
bakteerikantoja, kuten Lactobacillus leichmanniita, L. delbrueckii ATCC:tä tai 
Ochromonas malhamensista. L. leichmannii ja L. delbrueckii voivat tosin hyödyntää myös 
B12-vitamiinia muistuttavia muita korrinoidiyhdisteitä, mikä antaa todellista B12-
vitamiinipitoisuutta suuremman tuloksen. O. malhamensis, joka on oikeastaan alkueläin 
(protozoa), on kaikista spesifisin kobalamiinille eli aktiiviselle B12-vitamiinin muodolle 
(Kumar ym. 2010). Bakteerien epäspesifisyys ja menetelmän työläys ovat menetelmän 
heikkouksia. 
 
Kromatografisilla menetelmillä voidaan erotella, tunnistaa ja määrittää kobalamiinia ja sen 
eri analogeja (Kumar ym. 2010). Määritettäessä B12-vitamiinia HPLC-menetelmällä 
voidaan käyttää useita eri ilmaisimia, kuten UV-, FLR- tai elektrokemiallisia ilmaisimia – 
tosin ne eivät ole yhtä herkkiä kuin mikrobiologinen menetelmä. Nestekromatografisella 
menetelmällä saadaan kuitenkin tunnistettua B12-vitamiinin eri analogeja (Kumar ym. 
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2010). Chamlagain ym. (2014) kehittämässä menetelmässä näytematriisista uutettu ja 
affiniteettikromatografisesti puhdistettu B12-vitamiini analysoitiin UHPLC-menetelmällä, 
jossa käytettiin fotodiodi-ilmaisinta (PDA). B12-vitamiinin aktiivinen muoto tunnistettiin 
tandem-massaspektrometriin (MS/MS) kytketyllä UHPLC-menetelmällä. 
  
3  KOKEELLINEN TUTKIMUS 
 
3.1 Työn tavoite 
 
Tämän työn tarkoituksena oli tutkia sekä laboratorio-olosuhteissa kasvatettuja mikroleviä 
että kaupallisia ravintolisäksi tarkoitettuja mikrolevävalmisteita folaatin, niasiinin, B12- ja 
B2-vitamiinin lähteenä. Tutkimukseen valittiin eri valmistajien kaupallisia 
mikrolevävalmisteita, joista selvitettiin osin samat B-vitamiinit kuin kasvatetuista 
mikrolevänäytteistä. Työn tavoitteena oli myös tutkia, onko kaikki mikrolevänäytteiden 
sisältämästä B12-vitamiinista ihmiselimistölle hyödynnettävissä olevaa aktiivista muotoa 
vai onko osa ei-aktiivista pseudomuotoa. 
 
Vitamiinien pitoisuudet määritettiin osin mikrobiologisesti ja osin nestekromatografisesti. 
Niasiini- ja B2-vitamiinipitoisuudet määritettiin nestekromatografisesti. Folaatin eri 
vitameereja määritettiin nestekromatografisesti, mutta näytteiden kokonaisfolaattipitoisuus 
määritettiin mikrobiologisella menetelmällä. Folaatin vitameereista yhteenlaskettua 
kokonaisfolaattipitoisuutta vertailtiin mikrobiologisesti määritettyyn 
kokonaisfolaattipitoisuuteen. Valikoitujen kaupallisten mikrolevänäytteiden B12-
vitamiinipitoisuus määritettiin myös mikrobiologisella menetelmällä, jotta voitiin vertailla, 
oliko mikrobiologisella ja nestekromatografisella saaduissa vitamiinipitoisuuksissa 
eroavaisuuksia. Näytteiden B12-vitamiinin rakenne varmistettiin nestekromatografia-
massaspektrometrisesti (LC-MS). Osasta laboratorio-olosuhteissa kasvatetuista 
mikrolevänäytteistä määritettiin vain B12-vitamiinipitoisuus. 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
3.2 Näytemateriaalit 
 
3.2.1 Kaupalliset mikrolevävalmisteet 
 
Kaupalliset mikrolevänäytteet hankittiin syksyllä 2015 eri elintarvike- ja erikoisliikkeistä 
osin pääkaupunkiseudulta ja osin Uudeltamaalta ja Hämeestä (liite 1). Elintarvikeliikkeissä 
kuluttajien saatavilla on tällä hetkellä pääasiassa kahta eri mikrolevää, spirulinaa ja 
chlorellaa. Yhtä mikrolevävalmistetta hankittiin yhteensä kolme pakkausta, joilla oli eri 
eränumerot. Spirulina-valmisteet (n=12) olivat peräisin Taiwanista (Puhdistamo), Intiasta 
(Cocovi), Kiinasta (Cocovi) ja Yhdysvalloista (Voimaruoka). Chlorella-valmisteet (n=9) 
olivat Taiwanista (Puhdistamo), Japanista (Voimaruoka) ja Intiasta (Cocovi). Jokaisesta 
tuotteesta tehtiin kokoomanäytepussit punnitsemalla alanäytteitä (noin 50 grammaa) yhtä 
suuret määrät ja sekoittamalla ne. Pitoisuusanalyyseissä käytettiin kokoomanäytteitä ja 
yhdestä tuotteesta määritettiin myös jokainen alanäyte erikseen. Määritykset suoritettiin
kolmena rinnakkaisena, paitsi B12-vitamiinimäärityksessä, jossa käytettiin vain kahta 
rinnakkaista kustannusten minimoimiseksi.  
 
Lisäksi Helsingin yliopiston kotieläintieteen laitoksella (KEL) aiempiin rehututkimuksiin 
käytetyistä mikrolevänäytteistä analysoitiin B-vitamiinipitoisuudet. Kotieläintieteen 
laitokselta määritettäväksi saatiin seuraavia mikrolevänäytteitä: spirulina (Arthrospira 
platensis), Chlorella vulgaris ja Nannochloropsis gaditana. Analyysit suoritettiin myös 
kolmena rinnakkaisena. Nämä eläinten rehukäyttöön tarkoitetut mikrolevänäytteet oli 
hankittu hollantilaiselta mikrolevien välittäjältä (Duplaco, Hengelo, Hollanti). 
 
3.2.2 Laboratorio-olosuhteissa kasvatetut mikrolevänäytteet 
 
Euglena graciliksen kasvatus likovesialustalla (reaktorikasvatus) 
Alkusyksystä 2015 Helsingin yliopiston Lahden kampuksella kasvatettiin Euglena gracilis 
-mikrolevää Viking Malt Oy -tuotantolaitokselta toimitetussa maltaiden valmistuksen 
yhteydessä syntyneessä maltaiden likovedessä, johon oli lisätty Teknologian 
tutkimuskeskus VTT:ltä saatua ituhydrolysaattia. Kasvatuskaappien valorytmi oli 16:8 ja 
lämpötila 24 
o
C. Valointensiteettiä ei mitattu. Varsinainen levien kasvatus likovedessä 
suoritettiin kolmessa identtisessä reaktorissa. Reaktoreihin lisättiin alussa natriumnitraattia 
(NaNO3) typen lähteeksi, koska likovedessä yleensä käytettyä lisäravinnetta, 
ituhydrolysaattia, ei ollut saatavilla reaktoreiden tarvitsemaa määrää.  
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Kasvatus aloitettiin 9.9.2015. Levän kasvua reaktoreissa seurattiin mittaamalla 
kuivapainoa. Reaktori 2:n kasvatus jouduttiin keskeyttämään melko aikaisessa vaiheessa 
(21.9.2015), koska levien kuivapaino oli laskenut ja bakteerien määrä kasvanut liiaksi. 
Kasvatusvaiheen aikana reaktori 1:een (1.10.2015) ja 3:een (5.10.2015) lisättiin orgaanisen 
hiilen lähteeksi glukoosia (noin 5 g/l) ja fosfaatin lähteeksi kaliumfosfaattia (noin 0,5 g/l). 
Reaktorit 1 ja 3 päätettiin harvestoida, kun levien kuivapaino oli kääntynyt laskuun. 
Reaktori 1 harvestoitiin 9.10.2015 ja reaktori 3 12.10.2015 Harvestointinäytteet 
pakkaskuivattiin ja niitä säilytettiin –20 oC:ssa määritykseen asti. 
 
Euglena graciliksen kasvatus Hutner-alustalla 
Euglena gracilis -mikrolevää kasvatettiin myös loppusyksystä 2015 kahdella eri alustalla, 
joita olivat vitamiiniton ja vitamiinillinen Hutner-alusta. Vitamiinittomaan Hutner-alustaan 
ympättiin levää, joka oli kasvatettu vitamiinillisella Hutner-alustalla. Levää ympättiin 175 
ml 1525 ml:aan vitamiinitonta Hutner-alustaa. Vitamiinilliseen Hutner-alustaan lisättiin 
steriilisuodatuksella B1- ja B12-vitamiinia (0,0025 g/l ja 20 µl/l vastaavasti). Levää 
ympättiin 175 ml 1525 ml:aan vitamiinillista Hutner-alustaa. 
 
Molemmat alustat autoklavoitiin ennen siirrostusta. Kasvatus tapahtui kasvatuskaapeissa, 
joiden valorytmi oli 16:8, lämpötila 24 
o
C ja valointensiteetti noin 150 µM. 
Kasvatuspulloihin syötettiin ilma-hiilidioksidiseosta (CO2 2 %) 0,5 l/min. Rinnakkaisia 
kasvatuksia oli neljä. Näytteenotto suoritettiin neljästi, kun levä oli saavuttanut 
stationäärisen kasvuvaiheen. Näytteitä otettiin sekä biomassasta, supernatantista, 
kasvatusalustoista ja ympeistä. Solumassanäytteet pakkaskuivattiin ja niitä säilytettiin 
supernatanttien kanssa –20 oC:ssa määritykseen asti. Näytteenottoaikapisteet on esitetty 
taulukossa 1.  
 
Määritykset suoritettiin vain 1., 3. ja 4. aikapisteestä, sillä 1. ja 2. aikapisteen välillä ei 
ajateltu olevan suurta eroavaisuutta. Näytteistä (biomassat, supernatantit, alustat ja ympit) 
analysoitiin vain niiden B12-vitamiinipitoisuus. 
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Taulukko 1. Euglena gracilis -näytteiden näytteenottopäivät ja -aikapisteet Hutner- ja Hutner+B12-alustoilla. 
 Näytteenottopäivämäärä 
Näytteenoton aikapiste Hutner Hutner+B12 
1. 9.12.2015 28.12.2015 
2 11.12.2015 30.12.2015 
3 14.12.2015 1.1.2016 
4. (harvestointi) 16.12.2015 4.1.2016 
 
3.3 Laitteistot 
 
Nestekromatografiset määritykset suoritettiin Watersin ACQUITY
TM
 Ultra Performance 
LC (UHPLC) -laitteistolla. Laitteistossa oli binäärinen pumppujärjestelmä, näyteyksikkö ja 
automaattinen näytteensyöttäjä. Määrityksissä käytettiin PDA- ja/tai FLR-ilmaisinta, joille 
asetettiin kullekin B-vitamiinimääritykselle sopivat viritys- ja emissioaallonpituudet. 
 
Kantaliuosten pitoisuudet tarkistettiin spektrofotometrisesti (Lambda25, Perkin Elmer, 
Yhdysvallat). 
 
Tulokset analysoitiin Waters Empower 2 -ohjelmalla ja näytteiden tulokset laskettiin MS 
Office Excel -ohjelmalla.  
 
3.4. Folaattipitoisuuden määrittäminen 
 
3.4.1 Näytteiden uutto ja trientsyymikäsittely 
 
Näytettä punnittiin analyysivaa’alla (Precisa XT 220A, Dietikon, Sveitsi) näyteputkiin, 
joihin lisättiin puskuriliuosta (pH 7,85), joka sisälsi 0,5-prosenttista natriumaskorbaattia 
((+)-natrium-L-askorbaatti, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat), CHES:iä (2-
(sykloheksyyliamino-)-etaanisulfonihappo, 99,0 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 
Yhdysvallat), HEPES:iä (4-(2-hydroksietyyli-)-piperatsiini-1-etaanisulfonihappo, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat) ja merkaptoetanolia (2-merkaptoetanoli, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat) (Kariluoto ym. 2004). Koeputken ilmatila 
kyllästettiin typellä (Pierce Reacti-Therm No. 18971, Rockford, IL, Yhdysvallat), minkä 
jälkeen näyteputkia kuumennettiin kiehuvassa vesihauteessa 10 minuutin ajan. Näyteputket 
jäähdytettiin jäähauteessa ja pH säädettiin pH-mittarilla (Meterlab PHM220, Radiometer 
Analytical, Lyon, Ranska) arvoon 4,9 vahvalla suolahapolla.  
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Näyteputkiin lisättiin sian munuaisesta Gregoryn ym. (1984) kehittämällä menetelmällä 
eristettyä konjugaasi-entsyymiä ja ohran α-amylaasia. Näyteliuosta inkuboitiin 3 tuntia 37 
o
C:n lämpövesihauteessa (Grant Instruments GLS400, Keison products, Essex, Iso-
Britannia), minkä jälkeen pH säädettiin arvoon 7,0 50-prosenttisella kaliumhydroksidilla. 
Lisättiin proteaasi-entsyymiä (EC 3.4.24.31, P-5147, tuottajaorganismi Streptomyces 
griseus, Sigma-Aldrcih, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat) ja jatkettiin inkubointia 37 
o
C:n 
lämpövesihauteessa 1 tunti. Entsyymit inaktivoitiin kiehauttamalla näyteputket 
vesihauteessa 5 minuuttia. Jäähauteessa jäähdytetyt näytteet sentrifugoitiin kahdesti 10 000 
rpm:ssa (Hermle Z323, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Saksa) 5 minuuttia 
kerrallaan. Supernatantit suodatettiin suodatinpaperin (ø 90 mm, VWR, Leuven, Ranska) 
läpi mittapulloihin, jotka täytettiin merkkiin asti 0,5-prosenttisella natriumaskorbaatti-
puskuriliuoksella. Näyteliuokset siirrettiin muovisiin säilytyspulloihin, joiden ilmatila 
typetettiin. Näytteitä säilytettiin –20 oC:ssa. 
 
3.4.2 Folaatin mikrobiologinen määritysmenetelmä 
 
Kustakin näyteliuoksesta valmistettiin kaksi erivahvuista laimennosta 0,5-prosenttiseen 
natriumaskorbaatti-liuokseen niin, että arvioitu folaattimäärä olisi 100 µl:ssa noin 10–40 
pg (Kariluoto ym. 2004).  
 
Standardina käytettiin 5-formyylitetrahydrofolaattia (5-formyylitetrahydrofolaatin 
natriumsuola, Merck Eprova AG, Schaffenhausen, Sveitsi), josta valmistettiin 
välilaimennoksen kautta käyttöliuos 0,5-prosenttiseen natriumaskorbaattiin niin, että 
käyttöliuoksen pitoisuus oli noin 1000 pg/ml. Standardin käyttöliuosta pipetoitiin 96-
kuoppaiselle mikrotiter-levylle (Costar Corporation, Cambridge, MA, Yhdysvallat) 
yhteensä 8 erivahvuista (0–80 pg) standarditasoa 4 kuoppaan. Standardin käyttöliuoksen 
lisäksi kuoppiin pipetoitiin 0,5-prosenttista natriumaskorbaattia siten, että kuopassa olevan 
liuoksen kokonaistilavuus oli 100 µl. Näytteiden laimennoksia pipetoitiin 100 µl neljään 
kuoppaan.  
 
Glyseroliin säilöttyä ja –70 oC:ssa säilytettyä bakteerikantaa (Lactobacillus rhamnosus 
NCIB 10463) siirrostettiin 2,5 ml:aan saliinia steriilissä koeputkessa. Kasvatusalusta 
valmistettiin 75 %:n vahvuuteen valmistajan (Folic Acid Casei Medium, Difco, Becton 
Dickinson & Co. Sparks, MD, Yhdysvallat) ilmoittamasta. Kasvatusalustajauhetta 
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punnittiin 3,5 g erlenmeyeriin, johon lisättiin 50 ml MilliQ-vettä. Kasvatusalustaliuos 
kiehautettiin keittolevyllä ja jäähdytettiin jäähauteessa. Kasvatusalustaliuokseen lisättiin 
37,5 mg askorbiinihappoa (L-askorbiinihappo, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 
Yhdysvallat) ja liuoksen pH säädettiin arvoon 6,1 2,5 M etikkahapolla. Kasvatusalustaliuos 
suodatettiin autoklavoituun säilöpulloon steriilillä ruiskulla ja 0,2 µm:n 
membraanisuodattimen (32 mm, Acrodisc, Pall Gelman Laboratory, Newquay, Cornwall, 
Iso-Britannia) läpi. Juuri ennen kasvatusalustan pipetoimista kuoppalevylle säilöpulloon 
lisättiin 150 µl bakteeri-saliini-liuosta. Kasvatusalustaa pipetoitiin kuoppalevylle 8-
kanavaisella pipetillä 200 µl kuoppaa kohti. Kuoppalevyjä inkuboitiin 35 
o
C:n 
lämpökaapissa (Memmert, Schwabach, Saksa) 18 tuntia. 
 
Inkuboinnin jälkeen kuoppiin pipetoitujen liuosten sameudet mitattiin lukijalaitteella 
(Multiskan EX, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Yhdysvallat/ iEMS Reader 
MF; Labsystems, Helsinki, Suomi) 595 nm:n aallonpituudella. Näytteiden 
folaattipitoisuudet laskettiin ulkoisen standardin menetelmällä. Näytteen folaattipitoisuus 
tuorepainoa kohti laskettiin laimennoskertoimia ja alkuperäisiä punnitustuloksia 
hyödyntämällä. 
 
3.4.3 Folaattivitameerien määritys UHPLC-menetelmällä 
 
Uuton ja trientsyymikäsittelyn (luku 3.4.1) läpikäyneet näyteliuokset puhdistettiin 
affiniteettikromatografisesti (Kariluoto ym. 2001; Edelmann ym. 2012) ennen eri 
folaattivitameerien UHPLC-määritystä. Affiniteettikromatografiaan käytetyt 
affiniteettipylväät oli pakattu agaroosigeelillä (Affi-Gel 10, Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, CA, Yhdysvallat), johon oli sidottuna folaattia sitovaa proteiinia (engl. folate 
binding protein, Scribbs Laboratories, San Diego, CA, Yhdysvallat). Näyteliuosta lisättiin 
kolonniin 5–15 ml, minkä jälkeen kolonnia huuhdeltiin 0,025 M kaliumfosfaatilla 1 M 
natriumkloridissa (pH 7,0). Seuraavaksi kolonnia huuhdeltiin pelkällä 0,025 M 
kaliumfosfaatilla (pH 7,0). Näytteen sisältämä folaattifraktio eluoitiin kolonnista 0,02 M 
trifluoroetikkahapolla 0,01 M ditiotreitolissa 5 ml:n mittapulloon, joiden pohjalle oli 
punnittu 10 mg natriumaskorbaattia ja pipetoitu 30 μl 1 M piperatsiinia (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, Missouri, Yhdysvallat) sekä 5 μl 2-merkaptoetanolia. Puhdistetut ja konsentroidut 
näytteet suodatettiin 0,2 μm:n suodattimen (13 mm, Acrodisc GHP, Pall Corporation, Ann 
Arbor, MI, Yhdysvallat) läpi ampulleihin (Waters Corp., Milford, MA, Yhdysvallat). 
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Folaativitameerit määritettiin validoidulla UHPLC-menetelmällä (Edelmann ym. 2012), 
jossa käytettiin Watersin Acquity UPLC-laitteistoa, johon kuului binäärinen liuotinyksikkö 
ja automaattinen näytteensyöttäjä sekä PDA- ja FLR-ilmaisimet (Milford, MA, 
Yhdysvallat). FLR-ilmaisinta käytettiin tetrahydrofolaatin (H4), 5-
metyylitetrahydrofolaatin (5-CH3-H4) (viritysaallonpituus 290 nm, emissioaallonpituus 356 
nm) sekä 10-formyylifoolihapon (10-CHO-PGA) (viritysaallonpituus 360 nm, 
emissioaallonpituus 460 nm) määrittämiseen. PDA-ilmaisimella määritettiin 10-
formyylidihydrofolaattia (10-CHO-H2) (290 nm), 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia (5,10-
CH
+
-H4) (360 nm) ja foolihappoa (290 nm). HSS T3 -kolonnin (1,8 μm, 2,1 x 150 mm; 
Waters Acquity UPLC) lämpötila pidettiin 30 
o
C:ssa ja näytteensyöttäjän lämpötila 4–6 
o
C:ssa. Liikkuva faasi koostui 30 mM kaliumfosfaattipuskurista (pH 2,2) (A) ja 
asetonitriilistä (B). Ajoliuoksen virtausnopeus oli 0,4 ml/min. 
 
3.5 B2-vitamiinin määrittäminen 
 
Riboflaviini uutettiin Euroopan standardin mukaisesta HPLC-menetelmästä kehitetyllä ja 
validoidulla UHPLC-menetelmällä (prEN 14152, CEN 2012; Hiippala 2014). Sertifioituna 
referenssimateriaalina käytettiin sianmaksa-referenssiä (CRM, BCR
®
 487, IRMM, Belgia) 
ja laboratorion sisäisenä referenssinä täysjyvävehnäjauhoa.  
 
Punnittiin (Precisa XT 220A, Dietikon, Sveitsi) 0,3 g näytettä tai 0,5 g laboratorion sisäistä 
referenssinäytettä tai 50 mg sianmaksa-referenssiä näyteputkiin. Lisättiin laimeaa 
happokäsittelyä varten jokaiseen putkeen 15 ml 0,1 M suolahappoa ja sekoitettiin näytteet 
koeputkisekoittajalla (Heidolph Reax 2000, Saksa). Näyteliuosten pH-arvoksi säädettiin 
(Meterlab PHM220, Radiometer Analytical, Lyon, Ranska) 2,0 2,5 M natriumasetaatilla. 
Näyteputkia pidettiin kiehuvassa vesihauteessa tunnin ajan ravistellen putkia 15 minuutin 
välein. Näyteputket jäähdytettiin jäähauteessa. Jäähtyneiden näyteliuosten pH säädettiin 
arvoon 4,5 2,5 M natriumasetaatilla. Näytteiden sisältämät riboflaviinin 
koentsyymimuodot, FAD ja FMN, muutettiin riboflaviiniksi pipetoimalla näytteisiin taka-
diastaasientsyymiä (100 mg/l, Pfaltz & Bayer, Waterbury, CT, Yhdysvallat). 
Näytemateriaalissa glykosidisidoksin kiinnittyneenä oleva riboflaviini vapautettiin 
pipetoimalla näytteisiin β-amylaasia (10 mg/l, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Saksa). 
Näyteputket laitettiin 37 
o
C:n ravistelevaan vesihauteeseen yön yli. Näytteet siirrettiin 
kvantitatiivisesti 25 ml:n mittapulloihin, jotka täytettiin merkkiin asti 0,1 M suolahapolla 
(pH 2,0). Ennen UHPLC-analyysia näytteitä suodatettiin 0,2 µm:n suodattimen (13 mm,  
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GHP Acrodisc, Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, Yhdysvallat) läpi ampulleihin (Waters 
Corp., Milford, MA, Yhdysvallat). 
 
Näytteiden riboflaviinipitoisuus määritettiin RP-UHPLC:lla (engl. reversed phase) eli 
käänteisfaasi-nestekromatografisesti Watersin Acquity UPLC -laitteistolla (Waters Corp., 
Milford, MA, Yhdysvallat), johon kuului näytteensyöttöyksikkö, binaarinen liuotinyksikkö 
ja FLR-ilmaisin. Kolonnina käytettiin ACQUITY
TM
 UPLC
®
 BEH C18 (1,7 µm, 2,1 x 100 
mm) -kolonnia. FLR-ilmaisimeen asetettiin viritysaallonpituudeksi 432 nm ja 
emissioaallonpituudeksi 520 nm. Kolonnin lämpötila pidettiin 30 
o
C:ssa. Ajoliuos koostui 
20 mM asetaatti-vesiliuoksesta, jonka metanolipitoisuus oli 30 %. Ajoliuoksen 
virtausnopeus oli 0,2 ml/min. 
 
UHPLC-määritykseen käytetyn riboflaviinin kantaliuoksen (0,1 mg/l) pitoisuus tarkistettiin 
spektrofotometrisesti (Lambda 25 UV/Vis, Perkin Elmer, Waltham, MA, Yhdysvallat) 
0,02 M etikkahappoa vasten 444 nm:n aallonpituudella Euroopan standardin (prEN 
14152:20, CEN 2012) mukaisesti. 
 
3.6 Niasiinin määrittäminen 
 
3.6.1  Näytteiden esikäsittely 
 
Näytteitä punnittiin (Precisa XT 220A, Dietikon, Sveitsi) 0,2 g näyteputkiin 
happokäsittelyä varten (Rautio 2014). Vertailumateriaalina käytettiin ruusukaalijauhetta 
(CRM, BCR
®
 431, IRMM, Belgia). Jokaiseen näyteputkeen pipetoitiin 15 ml:a 0,1 M 
suolahappoliuosta (valmistettu 37-prosenttisesta suolahappoliuoksesta, Merck, Saksa) 
mittalasin tarkkuudella ja sekoitettiin koeputkisekoittajalla (Heidolph Reax 2000, Saksa). 
Tämän jälkeen näyteputket laitettiin tunniksi kiehuvaan vesihauteeseen, minkä jälkeen 
näyteputket jäähdytettiin jäähauteessa. Näytteiden pH säädettiin arvoon 4,5 
natriumasetaatilla (2,5 M) (Meterlab PHM220, Radiometer Analytical, Lyon, Ranska). 
Näyteliuokset sentrifugoitiin 10 000 rpm:ssa (Hermle Z323, Hermle Labortechnik GmbH, 
Wehingen, Saksa) kahdesti. Supernatantit suodatettiin suodatinpaperin (ø 90 mm, VWR, 
Leuven, Ranska) läpi 25 ml:n mittapulloihin, jotka täytettiin merkkiin asti MilliQ-vedellä. 
Näytteitä säilytettiin –20 oC:ssa UHPLC-määritykseen asti. 
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3.6.2 Niasiinin määritys UHPLC-menetelmällä 
 
Nikotiinihapon ja nikotiiniamidin (≥ 99,5 %, Sigma-Aldrich, Kiina) kantaliuoksesta (1 
mg/ml) valmistettiin standardisuora. Kantaliuosten pitoisuudet tarkistettiin 
spektrofotometrisesti (Lambda 25, UV/Vis, Perkin Elmer, Waltham, MA, Yhdysvallat) 
suolahappoa (0,1 M) vasten. Jokaista UHPLC-analyysipäivää varten kantaliuoksista tehtiin 
laimennokset 1:1000 ja 1:10 000. Laimennoksista injektoitiin kuhunkin standardisuoraan 
yhteensä 6 pistettä. Injektiotilavuuksina käytettiin 2, 5, 10 ja 15 μl. Standardisuoran avulla 
voitiin tarkastella menetelmän lineaarisuutta.  
 
Valmistettiin niasiinin määrittämistä varten CEN:n standardimenetelmän mukainen 
ajoliuos eli fosfaattipuskuri (0,07 M), joka valmistettiin kaliumdivetyfosfaatista (99,5 %, 
Sigma-Aldrich, Saksa) MilliQ-veteen. Ajoliuoksen vetyperoksidipitoisuus (30 %, Merck, 
Saksa) oli 75 mM ja kuparisulfaattipitoisuus 5 μM. Ennen ajoa ajoliuos suodatettiin 0,2 
μm:n membraanisuodattimen läpi (Acrodisc GHP, Pall Corporation, Ann Arbor, MI, 
Yhdysvallat). 
 
Nestekromatografinen analyysi suoritettiin ACQUITY
TM
 UPLC
®
 HSS T3 -kolonnia (2,1 
mm x 150 mm; 1,8 μm; Waters, Irlanti). Kolonnin lämpötila oli 30 oC, virtausnopeus 0,3 
ml/min ja ajoliuoksen pH 4,5. Niasiinipitoisuus laskettiin nikotiinihapon ja nikotiiniamidin 
pitoisuudet summaamalla. 
 
3.7 B12-vitamiinipitoisuuden määrittäminen 
 
3.7.1 Näytteiden esikäsittely ja uutto 
 
Näytettä punnittiin 0,2 g näyteputkiin. Jokaiseen putkeen lisättiin 10 ml puskuriliuosta (pH 
4,5), joka sisälsi natriumhydroksidia ja etikkahappoa (Chamlagain ym. 2014). Lisäksi 
näyteputkiin pipetoitiin 100 μl natriumsyanidiliuosta (1 %), jotta kaikki näytteen sisältämä 
B12-vitamiini muuttuisi stabiilimmaksi syanokobalamiiniksi. Näyteputkia kuumennettiin 
30 minuuttia kiehuvassa vesihauteessa, minkä jälkeen ne jäähdytettiin jäähauteessa sekä 
sentrifugoitiin 10 000 rpm:ssa 10 minuutin ajan (Hermle Z323, Hermle Labortechnik 
GmbH, Wehingen, Saksa). Supernatantit kerättiin talteen puhtaisiin näyteputkiin. Pelletti 
liuotettiin 5 ml:aan puskuriliuosta ja sentrifugoitiin uudelleen, minkä jälkeen supernatantit 
yhdistettiin samaan näyteputkeen ja pH säädettiin arvoon 6,2 2-prosenttisella 
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natriumhydroksidilla. Uute suodatettiin suodatinpaperin (ø 90 mm, VWR, Leuven, 
Ranska) läpi ja tilavuus säädettiin mittapullossa 25 ml:aan puskuriliuoksen (pH 6,2) avulla. 
Analyysin kaikki vaiheet suoritettiin auringonvalolta suojassa. 
 
3.7.2 Näytteiden affiniteettikromatografinen puhdistus 
 
Näyte puhdistettiin Easy Extract
®
 -immunoaffiniteettikolonnilla (R-Biopharm Rhône Ltd, 
Iso-Britannia) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kolonnin sisältämä puskuriliuos valutettiin 
pois, minkä jälkeen 10–15 ml suodatettua näyteliuosta lisättiin kolonniin. Kolonnia 
huuhdeltiin 10 ml:lla MilliQ-vettä. Lopuksi B12-vitamiini eluoitiin kolonnista yhteensä 3,5 
ml:lla metanolia. Eluaatti haihdutettiin 50 
o
C:ssa typpihaihduttajalla ja jäännös liuotettiin 
300 μl:aan MilliQ-vettä ja suodatettin 0,2 µm:n PTFE-suodattimen (13 mm, VWR, 
Yhdysvallat) läpi UHPLC-ampulleihin (Acquity UPLC, Waters corp., Milford, MA, 
Yhdysvallat).  
 
3.7.3 B12-vitamiinin määritys UHPLC-menetelmällä 
 
Kromatografinen analyysi suoritettiin Waters Acquityn UPLC-laitteistolla, jossa oli PDA-
ilmaisin. Detektioaallonpituutena käytettiin 361 nm:a ja absorption voimakkuus mitattiin 
PDA-ilmaisimella. Kolonnina käytettiin Watersin C18 -käänteisfaasikolonnia (1,8 μm, 2,1 
x 100 mm,), jonka stationäärifaasi oli silikaa (high strength silica – HSS). Ajoliuos koostui 
MilliQ-vedestä (A) sekä 0,025-prosenttisella trifluorietikkahapolla modifioidusta 
asetonitriilistä (B). Virtausnopeus oli 0,32 ml/min. Gradienttiajossa MilliQ-veden ja 
modifioidun asetonitriilin suhteet (A:B) olivat seuraavat: 0–0,5 min (95:5); 0,5–5 min 
(60:40); 5–6 min (60:40); ja 6–10 min ajoliuoksen suhde muutettiin lineaarisesti 60:40 → 
95:5.  
 
3.7.4 B12-vitamiinin mikrobiologinen määritysmenetelmä 
 
Osasta näytteistä määritettiin B12-vitamiini myös mikrobiologisella menetelmällä. Luvun 
3.5.1 mukaisesti uutetuista näyteliuoksista valmistettiin kaksi erivahvuista laimennosta 
natriumhydroksidia ja etikkahappoa sisältävään puskuriliuokseen (pH 6,2) niin, että 
arvioitu syanokobalamiinin määrä olisi noin 20–50 pg/ml. 
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Standardina käytettiin syanokobalamiinin kantaliuoksesta valmistettua standardin 
käyttöliuosta, jonka pitoisuus tarkistettiin spektrofotometrisesti (Lambda 25, UV/Vis, 
Perkin Elmer, Waltham, MA, Yhdysvallat). Kantaliuoksesta välilaimennoksen kautta 
valmistetun käyttöliuoksen pitoisuus oli 0,1 ng/ml. Standardin käyttöliuosta pipetoitiin 96-
kuoppaiselle mikrotiter-levylle (Costar Corporation, Cambridge, MA, Yhdysvallat) 
yhteensä 8 erivahvuista standarditasoa 4 kuoppaan. Standardin käyttöliuoksen lisäksi 
kuoppiin pipetoitiin puskuriliuosta (pH 6,2) siten, että kuopassa olevan liuoksen 
kokonaistilavuus oli 100 µl. Näytteiden laimennoksia pipetoitiin 100 µl neljään kuoppaan.  
 
Valmistettiin kasvatusalusta punnitsemalla kasvatusalustajauhetta (Merck, Darmstadt, 
Saksa) 3,1 g erlenmeyeriin, johon lisättiin 75 mg Tween 80 -siirappia 
(polyetyleeniglykolisorbitaanimono-oleaatti, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, Yhdysvallat) ja 
50 ml MilliQ-vettä. Kasvatusalustaliuos kiehautettiin keittolevyllä ja jäähdytettiin 
jäähauteessa. Kasvatusalustaliuoksen pH säädettiin arvoon 6,2 10-prosenttisella 
natriumhydroksidilla, minkä jälkeen liuos suodatettiin autoklavoituun säilöpulloon steriilin 
ruiskun avulla 0,2 µm:n suodattimen (32 mm, Acrodisc, Pall Corp., Newquay, Cornwall, 
Iso-Britannia) läpi. Juuri ennen kasvatusalustan pipetoimista kuoppalevylle säilöpulloon 
lisättiin 100 µl sulatettua, –70 oC:ssa säilytettyä Lactobacillus delbrueckii -
bakteerisuspensiota (ATCC 7830) Kasvatusalustaa pipetoitiin kuoppalevylle 8-
kanavaisella pipetillä 200 µl kuoppaa kohti. Kuoppalevyjä inkuboitiin 35 
o
C:ssa 
(Memmert, Schwabach, Saksa) 20–22 tuntia. 
 
Inkuboinnin jälkeen kuoppiin pipetoitujen liuosten sameudet mitattiin samalla 
lukijalaitteella (Multiskan EX, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Yhdysvallat/ 
iEMS Reader MF; Labsystems, Helsinki, Suomi) ja aallonpituudella (595 nm) kuin 
folaatin mikrobiologisessa määrityksessä (luku 3.4.2). Näytteen B12-vitamiinipitoisuus 
tuorepainoa kohti laskettiin ulkoisen standardin menetelmällä laimennoskertoimia ja 
alkuperäisiä punnitustuloksia hyödyntämällä. 
 
3.7.5 B12-vitamiinin tarkistaminen LC-MS-menetelmällä 
 
Valikoiduille mikrolevänäytteille käytettiin LC-MS-menetelmää B12-vitamiinin rakenteen 
varmistamiseen ja mahdollisen pseudomuodon tunnistamiseen. B12-vitamiinin 
pseudomuodossa korriinirenkaan alempi ligandi, DMBI, on korvattu adeniini-emäksellä. 
UHPLC-menetelmän ajoliuoskoostumusta muutettiin siten, että asetonitriilistä ja MilliQ-
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vedestä koostuvaa ajoliuosta modifioitiin 0,1-prosenttisella muurahaishapolla (formic acid 
for LC-MS, Sigma-Aldrich, Fluka Analytical) 0,025-prosenttisen trifluorietikkahapon 
sijaan, jotta minimoitaisiin ionisuppressio (Chamlagain ym. 2014). Massaspektrometrinen 
määritys suoritettiin Esquire-LC kvadrupoli-ioniloukku-massa-analysaattorilla, jossa 
ionisaatiomenetelmänä käytettiin sähkösumutusionisaatiota positiivimuotoisena (ESI) 
(Bruker Daltonics, Bremen, Saksa). Muodostuneet ionit mitattiin massavarausalueella 
900–1400 m/z. Valitut protonoituneet kohdeionit [M+H]+ (syanokobalamiini, m/z 1356) ja 
pseudokobalamiini (m/z 1345) eristettiin ja pilkottiin. LC-MS-laitteistossa 
törmäytyskaasuna käytettiin heliumia ja sumutinkaasuna typpeä (50,0 psi). Kuivauskaasun 
(typpi) virtausnopeus oli 8,0 l/min ja lämpötila 300 
o
C. Kapillaarin jännite oli 4500 V ja 
päätelevyn –250 V. Laitteistoa ohjattiin Agilent ChemStation -ohjelmalla ja tulokset 
käsiteltiin LC-MSD Trap-versiolla 5.2 (Bruker Daltonics). 
 
4 TULOKSET 
 
4.1 Kaupallisten mikrolevävalmisteiden B-vitamiinit 
 
4.1.1  Kokonaisfolaattipitoisuus 
 
Kuvassa 7 on esitetty kaupallisista ja Helsingin yliopiston kotieläintieteenlaitoksen (KEL) 
mikrolevänäytteistä mikrobiologisesti määritetyt kokonaisfolaattipitoisuudet kuivapainoa 
(ka) kohti. 
 
Kuva 7. Kaupallisten ja KEL:n mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuudet (ng/g kuivapaino) (n=3). 
Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
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Chlorella-mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuudet olivat suurimpia (13422–
31788 ng/g), keskimäärin 19896 ng/g kuivapainoa kohti eli noin 20 µg/g. Chlorella-
valmisteista eniten folaattia sisälsi Puhdistamon chlorella, keskimäärin 25887 ng/g 
(22131–31788 ng/g). Chlorella-valmisteista vähiten folaattia oli Cocovin chlorellassa 
folaattipitoisuuden ollen keskimäärin 13885 ng/g kuivapainoa (13423–14325 ng/g).   
 
Spirulina-mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuus oli alle 5000 ng/g kuivapainoa 
(2468–4169 ng/g) keskiarvon ollessa noin 3209 ng/g kuivapainoa eli 0,3 µg/g – mikä on 
melkein kymmenesosa chlorellan sisältämästä folaattipitoisuudesta. Puhdistamon 
spirulina-valmisteen kaikki kolme osanäytettä jäivät myös alle 5000 ng/g 
kokonaisfolaattipitoisuudeltaan, kuten Puhdistamon spirulinan kokoomanäytteen 
folaattipitoisuuskin. Voimaruoan spirulina-valmiste sisälsi kaupallisista spirulina-
valmisteista eniten folaattia, keskimäärin 3997 ng/g kuivapainoa (3850–4169 ng/g). 
 
KEL:lta saaduista näytteistä nannochloropsis-näyte sisälsi lähes yhtä paljon folaattia kuin 
kaupalliset chlorellat eli keskimäärin noin 20861 ng/g kuivapainoa. Myös KEL:n 
spirulinassa oli chlorelloihin ja nannochloropsikseen nähden selkeästi vähemmän folaattia, 
mutta kaikista spirulinoista kuitenkin eniten (4061–5057 ng/g) keskimäärin noin 4670 ng/g 
eli 0,45 µg/g.  
 
4.1.2  Folaattivitameerikoostumus 
 
Kaupallisista ja KEL:n mikrolevävalmisteista tunnistettiin ja kvantitoitiin UHPLC-
menetelmällä tetrahydrofolaattia (H4), 5-metyylitetrahydrofolaattia (5-CH3-H4), 5-
formyylitetrahydrofolaattia (5-CHO-H4), 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia (5,10-CH
+
-H4), 
10-formyylidihydrofolaattia (10-CHO-H2) ja 10-formyylifoolihappoa (10-CHO-PGA).  
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Kuva 8. Kaupallisten ja KEL:n mikrolevävalmisteiden folaattien eri vitameerit (ng/g) kuivapainoa kohti. 
 
Kuvan 8 perusteella voidaan todeta, että kaupalliset spirulina-valmisteet ja KEL:n spirulina 
sisälsivät eniten 5-metyylitetrahydrofolaattia (808–1551 ng/g kuivapaino) sekä 5,10-
metenyylitetrahydrofolaattia (573–1486 ng/g kuivapaino) ja jonkin verran 10-
formyylifoolihappoa (120–327 ng/g kuivapaino). Puhdistamon spirulina (liite 2) ei 
sisältänyt yhtään 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia ja KEL:n spirulinassa ei ollut lainkaan 
10-formyylifoolihappoa. Voimaruoan spirulinassa olisi myös hieman tetrahydrofolaattia 
(312 ng/g kuivapaino), jota ei ollut muissa spirulinoissa (kuva 8). Spirulina-näytteet eivät 
sisältäneet lainkaan 5-formyylitetrahydrofolaattia, foolihappoa eikä 10-
formyylidihydrofolaattia.  
 
Chlorella-näytteet sisälsivät kaikki tetrahydrofolaattia (665–1032 ng/g kuivapaino), 5-
metyylitetrahydrofolaattia (1243–12032 ng/g kuivapaino), 5-formyylitetrahydrofolaattia 
(381–7155 ng/g kuivapaino) ja 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia (537–6964 ng/g 
kuivapaino). 5-formyylitetrahydrofolaattia oli selkeästi vähiten Cocovin chlorellassa. Vain 
Puhdistamon chlorella sisälsi 10-formyylidihydrofolaattia (3852 ng/g kuivapaino). 
Foolihappoa oli Cocovin ja KEL:n chlorelloissa (6095 ng/g ja 1621 ng/g kuivapaino). 
Foolihappoa oli myös Puhdistamon chlorellassa, mutta sen pitoisuus (10 ng/g kuivapaino) 
oli niin pieni, ettei se näkynyt kuvassa 8. Voimaruoan, Puhdistamon ja KEL:n chlorella-
näytteet sisälsivät myös 10-formyylifoolihappoa (824–2107 ng/g kuivapaino). KEL:n 
nannochloropsis-näyte sisälsi eniten 5-metyylitetrahydrofolaattia (19746 ng/g kuivapaino) 
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ja vähäisiä määriä tetrahydrofolaattia (1032 ng/g kuivapaino), 5-
formyylitetrahydrofolaattia (1352 ng/g kuivapaino), 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia (537 
ng/g kuivapaino) ja foolihappoa (339 ng/g kuivapaino).  
 
Taulukkoon 2 on koottu spirulina-näytteiden sisältämät mikrobiologisesti (MBA) ja 
UHPLC-menetelmällä määritetyt kokonaisfolaattipitoisuudet (ng/g kuivapaino). UHPLC-
menetelmällä määritetyistä folaattivitameereista saatiin näytteen kokonaisfolaattipitoisuus 
yhteenlaskemalla. 
 
Taulukko 2. UHPLC- ja MBA-menetelmällä määritetyt spirulina-näytteiden kokonaisfolaattipitoisuudet 
(ng/g kuivapaino). 
 Kokonaisfolaattipitoisuus (ng/g kuivapaino) 
 UHPLC  MBA 
Spirulina Cocovi (Kiina) 2753 4699 
Spirulina Cocovi (Intia) 3296 3997 
Spirulina Puhdistamo 936 3100 
Spirulina Voimaruoka 1656 2530 
Spirulina KEL 2069 3092 
 
Taulukon 2 perusteella todettiin, että spirulina-näytteiden kokonaisfolaattipitoisuuksissa oli 
eroa käytettyjen määritysmenetelmien välillä. Mikrobiologisella määritystavalla 
kokonaisfolaattipitoisuus oli systemaattisesti suurempi kuin UHPLC-menetelmällä 
määritetty kokonaisfolaattipitoisuus. Ero oli spirulina-näytteestä riippuen joko 
kolminkertainen (Puhdistamo), kaksinkertainen (Cocovi Kiina, Voimaruoka) – tai eroa ei 
juuri ollut (Cocovi Intia, KEL). Chlorella- ja nannochloropsis-näytteiden 
kokonaisfolaattipitoisuudet olivat samaa suuruusluokkaa määritysmenetelmästä 
riippumatta (taulukko 3). 
 
Taulukko 3. UHPLC- ja MBA-menetelmällä määritetyt chlorella- ja nannochloropsis-näytteiden 
kokonaisfolaattipitoisuudet (ng/g kuivapaino). 
 Kokonaisfolaattipitoisuus (ng/g kuivapaino) 
 UHPLC  MBA 
Chlorella KEL 25780 19257 
Nannochloropsis KEL 23009 20861 
Chlorella Puhdistamo  26517 25887 
Chlorella Voimaruoka  22504 19915 
Chlorella Cocovi  15349 13885 
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4.1.3  B2-vitamiinipitoisuus 
 
Kaupallisista mikrolevävalmisteista määritettiin riboflaviinipitoisuus UHPLC-
menetelmällä. Näytteiden riboflaviinipitoisuudet on esitetty μg/g kuivapainoa kohti 
kuvassa 9.  
 
Kuva 9. UHPLC-menetelmällä määritetyt kaupallisten ja KEL:n mikrolevävalmisteiden B2-
vitamiinipitoisuudet (μg/g kuivapaino) (n=3). Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Kaupallisten chlorella-mikrolevävalmisteiden riboflaviinipitoisuus oli keskimäärin 27,6 
μg/g kuivapainoa kohti. Chlorella-valmisteista Puhdistamon chlorella sisälsi vähiten 
riboflaviinia (noin 20,7 μg/g kuivapainoa kohti) ja Voimaruoan chlorella eniten (noin 33,6 
μg/g kuivapainoa kohti). KEL:n chlorella-näytteessä oli lähes yhtä paljon riboflaviinia 
(noin 29,2 μg/g) kuin Cocovin chlorella-näytteessä (noin 28,6 μg/g). 
 
Kaupallisissa spirulina-näytteiden riboflaviinipitoisuudet olivat suurempia kuin chlorella-
näytteiden ollen keskiarvoltaan noin 35,2 μg/g (30,8–38,4 μg/g). Riboflaviinipitoisuuksissa 
ei ollut spirulina-näytteiden välillä suuria valmistajakohtaisia eroja. Puhdistamon 
spirulinassa (liite 3) oli kaupallisista spirulina-näytteistä eniten riboflaviinia (keskimäärin 
37,6 μg/g kuivapainoa kohti) ja intialaisessa Cocovin spirulina-näytteessä vähiten (noin 
33,6 μg/g kuivapainoa kohti). Voimaruoan ja kiinalaisen Cocovin spirulina-näytteet 
sisälsivät keskimäärin 34,1 μg/g ja 35,6 μg/g. KEL:n spirulina-näytteen 
riboflaviinipitoisuus oli kaikista suurin (noin 40,9 μg/g kuivapainoa kohti) (kuva 10). 
KEL:n nannochloropsis-näytteen riboflaviinipitoisuus oli keskimäärin 21,8 μg/g 
44 
kuivapainoa kohti. Vain Puhdistamon chlorella-näytteen riboflaviinipitoisuus oli pienempi 
kuin KEL:n nannochloropsis-näytteen. 
 
4.1.4  Niasiinipitoisuus 
 
Näytteiden niasiinipitoisuus saatiin yhteenlaskemalla näytteistä määritetyt nikotiinihappo- 
ja nikotiiniamidipitoisuudet. 
 
Kuva 10. UHPLC-menetelmällä määritetyt kaupallisten ja KEL:n mikrolevävalmisteiden niasiinipitoisuudet 
(mg/g kuivapaino). Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Chlorella-mikrolevävalmisteet sisälsivät eniten niasiinia (noin 0,27 mg/g kuivapainoa 
kohti) (kuva 10). Chlorella-valmisteiden välillä oli vain vähän valmistajakohtaisia eroja. 
Cocovin chlorella-näytteessä oli eniten niasiinia (keskimäärin 0,28 mg/g kuivapainoa 
kohti) ja Puhdistamon chlorella-näytteessä lähes yhtä paljon (keskimäärin 0,27 mg/g 
kuivapainoa kohti), samoin Voimaruoan chlorella-näytteessä (noin 0,26 mg/g kuivapainoa 
kohti). KEL:n chlorella-näytteen niasiinipitoisuus oli vain puolet kaupallisten chlorella-
näytteiden niasiinipitoisuudesta (keskimäärin 0,14 mg/g kuivapainoa kohti). 
 
Kaupallisten spirulina-näytteiden niasiinipitoisuus oli pienempi kuin chlorella-näytteiden 
ja oli keskimäärin 0,17 mg/g kuivapainoa. Spirulina-näytteistä eniten niasiinia sisälsi 
Puhdistamon spirulina (liite 3), jossa niasiinia oli keskimäärin 0,22 mg/g kuivapainoa (0,2–
0,23 mg/g). Puhdistamo spirulinan osanäytteiden niasiinipitoisuuksien keskiarvo oli 0,18 
mg/g kuivapainoa. Vähiten niasiinia oli Voimaruoan spirulina-näytteessä: 0,13 mg/g 
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kuivapainoa (0,12–0,13 mg/g). KEL:n spirulina-näytteessä niasiinia oli keskimäärin 0,16 
mg/g kuivapainoa, joka oli samaa suuruusluokkaa kaupallisten spirulina-näytteiden 
niasiinipitoisuuksen kanssa. KEL:n nannochloropsis-näytteen niasiinipitoisuus oli myös 
samaa tasoa spirulina-näytteiden kanssa ollen noin 0,13 mg/g kuivapainoa (0,09–0,17 
mg/g). Rinnakkaisnäytteiden välinen niasiinipitoisuuksien vaihtelu oli pientä 
keskihajonnan jäädessä <0,05 mg/g.  
 
Kaikki spirulina- ja chlorella-näytteet sisälsivät enemmän nikotiiniamidia kuin 
nikotiinihappoa. Spirulina-näytteiden nikotiiniamidipitoisuus oli keskimäärin 1,5–2-
kertainen ja chlorella-näytteiden nikotiiniamidipitoisuus oli noin 4-kertainen 
nikotiinihappopitoisuuteen verrattuna – Cocovin chlorella-näytteessä jopa 8-kertainen. 
 
4.1.5 B12-vitamiinipitoisuus 
 
Kaupallisista ja KEL:n mikrolevänäytteistä määritettiin B12-vitamiinipitoisuus sekä 
UHPLC-menetelmällä että mikrobiologisesti. Poiketen muista vitamiinimäärityksistä B12-
vitamiinipitoisuus määritettiin vain kahdesta rinnakkaisnäytteestä. 
 
Kuva 11. UHPLC- ja MBA-menetelmällä määritetyt kaupallisten ja KEL:n mikrolevävalmisteiden B12-
vitamiinipitoisuudet. Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Kuvassa 11 on esitetty rinnakkain kaupallisista mikrolevänäytteistä UHPLC-menetelmällä 
määritetty ja mikrobiologisella menetelmällä määritetty B12-vitamiinipitoisuus (ng/g 
kuivapainoa). Jokaisen kaupallisen chlorella-mikrolevävalmisteen mikrobiologisesti 
määritetty B12-vitamiinipitoisuus oli vain hieman suurempi kuin UHPLC-menetelmällä 
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määritetty, mutta chlorella-valmisteiden välillä oli valmistajakohtaisia eroja. Voimaruoan 
chlorella sisälsi vähiten B12-vitamiinia (UHPLC 253 ng/g, MBA 287 ng/g). Cocovin 
chlorellassa sen sijaan oli viisinkertainen määrä B12-vitamiinia Voimaruokaan verrattuna. 
Cocovin chlorellan B12-vitamiinipitoisuudessa oli kuitenkin eroa riippuen siitä, kummalla 
menetelmällä pitoisuus oli määritetty: UHPLC-menetelmällä Cocovin chlorella sisälsi B12-
vitamiinia keskimäärin 2106 ng/g kuivapainoa kohti, ja mikrobiologisella menetelmällä 
samassa näytteessä olisi B12-vitamiinia keskimäärin 2488 ng/g kuivapainoa kohti. 
Puhdistamon chlorellan B12-vitamiinipitoisuus (UHPLC 689 ng/g, MBA 709 ng/g) jäi 
myös alle puoleen Cocovin chlorellan B12-vitamiinipitoisuudesta. KEL:n chlorellassa ei 
UHPLC-määrityksen eikä mikrobiologisen menetelmän mukaan ollut lainkaan B12-
vitamiinia. KEL:n nannochloropsis-mikrolevänäytteen B12-pitoisuus oli keskiarvoltaan 
samaa suuruusluokkaa kuin Voimaruoan chlorellan eli alle 300 ng/g kuivapainoa kohti, 
määritysmenetelmästä riippumatta. 
 
Voimaruoan spirulina sisälsi eniten B12-vitamiinia määritysmenetelmästä riippumatta 
(kuva 11). Spirulina-mikrolevävalmisteiden välillä ei ollut suuria valmistajakohtaisia eroja, 
toisin kuin chlorella-valmisteissa. Puhdistamon spirulinan kokoomanäytteestä UHPLC:llä 
saatu B12-vitamiinipitoisuus (liite 3) oli muiden valmistajien tuotteisiin verrattuna selkeästi 
pienempi, keskimäärin 45 ng/g kuivapainoa. Puhdistamon spirulinan osanäytteiden B12-
vitamiinipitoisuudet olivat samaa suuruusluokkaa kokoomanäytteen kanssa. Puhdistamon 
spirulina-osanäytteistä ei määritetty B12-vitamiinipitoisuutta mikrobiologisella 
menetelmällä. Cocovin molemmat spirulina-näytteet (Intia ja Kiina) antoivat 
samankaltaiset tulokset alkuperämaasta riippumatta. KEL:n spirulinan B12-
vitamiinipitoisuus oli lähes samaa suuruusluokkaa kuin Cocovin spirulina-näytteiden B12-
vitamiinipitoisuudet. 
Taulukko 4. UHPLC- ja MBA-menetelmällä määritetyt kaupallisten ja KEL:n spirulina-näytteiden B12-
vitamiinipitoisuudet (ng/g kuivapaino). 
 B12-vitamiinipitoisuus (ng/g kuivapaino) 
 UHPLC  MBA 
Spirulina Cocovi (Kiina) 524 2343 
Spirulina Cocovi (Intia) 392 1945 
Spirulina Puhdistamo 238 1884 
Spirulina Voimaruoka 46 535 
Spirulina KEL 215 1804 
 
Taulukkoon 4 on koottu spirulina-näytteiden sisältämät mikrobiologisesti ja UHPLC-
menetelmällä määritetyt B12-vitamiinipitoisuudet (ng/g kuivapainoa). Jokaisen kaupallisen 
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spirulina-mikrolevävalmisteen mikrobiologisella menetelmällä määritetty B12-
vitamiinipitoisuus oli systemaattisesti lähes 4- tai 5-kertainen UHPLC-menetelmällä 
saatuun B12-vitamiinipitoisuuteen verrattuna.  
 
4.1.6 B12-vitamiinin LC-MS-menetelmällä tarkistettu rakenne 
 
Valikoitujen mikrolevänäytteiden sisältämän B12-vitamiinin ja vitamiinin pseudomuodon 
rakenteen tarkistamiseen käytettiin LC-MS-menetelmää.  
 
Kuva 12. MS-spektri Puhdistamon spirulina-näytteestä. 
Puhdistamon spirulina-näyte kuului valikoituihin LC-MS-menetelmällä määritettyihin 
näytteisiin ja sen massaspektristä erottuivat fragmentti-ionit m/z 136 ja m/z 672 (kuva 12).  
 
Kuva 13. MS-spektri Cocovin chlorella-näytteestä. 
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Myös valikoitujen chlorella-näytteiden sisältämän B12-vitamiinin rakenne määritettiin LC-
MS-menetelmällä. Cocovi chlorella-näytteen massaspektristä erottuivat fragmentti-ionit 
m/z 147 ja m/z 678 (kuva 13). 
 
4.2 Euglena graciliksen reaktorikasvatus likovesialustalla 
 
4.2.1  Kokonaisfolaattipitoisuus 
 
Laboratorio-olosuhteissa kasvatetuista Euglena gracilis -mikrolevistä määritettiin 
kokonaisfolaattipitoisuus mikrobiologisesti vain syksyllä 2015 reaktorissa kasvatetuista 
näytteistä (R1 ja R3).  
 
Kuva 14. Reaktorikasvatetun Euglena gracilis -mikrolevän mikrobiologisesti määritetty 
kokonaisfolaattipitoisuus (ng/g kuivapaino) kahdessa eri reaktorissa. Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Kuvassa 14 on esitetty reaktoreissa 1 ja 3 kasvatettujen E. gracilis -mikrolevänäytteiden 
MBA:lla määritetyt kokonaisfolaattipitoisuudet. Reaktorissa 1 kasvatetun näytteen 
kokonaisfolaattipitoisuus oli moninkertaisesti suurempi kuin reaktorissa 3 kasvatetun. 
Reaktorissa 1 näytteen kokonaisfolaattipitoisuus oli keskimäärin 61900 ng/g kuivapainoa 
kohti (54720–65787 ng/g kuivapainoa) ja reaktorissa 3 kokonaisfolaattipitoisuus jäi alle 
10000 ng/g kuivapainoa kohti, keskimäärin 7688 ng/g:aan (7200–8333 ng/g).  
 
Reaktorissa 3 kasvatetun euglena-näytteen kokonaisfolaattipitoisuus oli suurempi kuin 
kaupallisten spirulina-näytteiden keskimääräinen kokonaisfolaattipitoisuus (3209 ng/g 
kuivapainoa), mutta pienempi kuin kaupallisten chlorella-näytteiden 
kokonaisfolaattipitoisuus (19896 ng/g kuivapainoa) (kuvat 7 ja 14). Reaktorissa 1 
kasvatetussa euglena-näytteessä kokonaisfolaattipitoisuus oli ylivoimaisesti suurin kaikista 
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mikrolevänäytteistä ollen yli kolminkertainen myös chlorella-näytteiden 
kokonaisfolaattipitoisuuteen verrattuna.  
 
4.2.2 Folaattivitameerikoostumus 
 
Reaktorissa 1 kasvatetun euglena-näytteen UHPLC:llä folaatin vitameereista summaamalla 
määritetty kokonaisfolaattipitoisuus oli lähes viisinkertainen reaktorissa 3 kasvatettuun 
euglena-näytteeseen verrattuna (kuva 15). Molemmat reaktorikasvatetut euglena-näytteet 
sisälsivät tetrahydrofolaattia, 5-metyylitetrahydrofolaattia, 5-formyylitetrahydrofolaattia, 
5,10-metenyylitetrahydrofolaattia sekä 10-formyylifoolihappoa. Reaktorissa 1 kasvatetussa 
euglena-näytteessä oli myös 10-formyylidihydrofolaattia, jota ei ollut reaktorissa 3 
kasvatetussa euglena-näytteessä lainkaan. Kummassakaan reaktorikasvatetussa euglena-
näytteessä ei ollut yhtään foolihappoa. 
 
Kuva 15. Reaktorikasvatettujen Euglena gracilis -näytteiden UHPLC:llä määritetyt folaatin eri vitameerit 
(ng/g kuivapaino). 
Reaktorissa 3 kasvatetussa euglena-näytteessä oli folaatin vitameereista eniten 5,10-
metenyylitetrahydrofolaattia (3245 ng/g kuivapainoa), seuraavaksi eniten 5-
metyylitetrahydrofolaattia (1732 ng/g kuivapaino) ja kolmanneksi eniten 5-
formyylitetrahydrofolaattia (1337 ng/g kuivapaino). Vähiten reaktorissa 3 kasvatetussa 
euglena-näytteessä oli tetrahydrofolaattia (576 ng/g kuivapaino) sekä 10-
formyylifoolihappoa, jota oli vain noin 41 ng/g kuivapainoa kohti. 
 
Reaktorissa 1 kasvatetun euglena-näytteen folaateista suurin osa koostui 5,10-
metenyylitetrahydrofolaatista (26270 ng/g kuivapaino). Sen pitoisuus oli nelinkertaisesti 
suurempi kuin reaktorissa 3 kasvatetun euglena-näytteen kokonaisfolaattipitoisuus (6931 
ng/g kuivapaino). Toiseksi eniten reaktorissa 1 kasvatetussa euglena-näytteessä oli 5-
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metyylitetrahydrofolaattia (7185 ng/g kuivapaino) ja tetrahydrofolaattia (6499 ng/g 
kuivapaino). 5-formyylitetrahydrofolaattia (4188 ng/g kuivapaino) ja 10-
formyylidihydrofolaattia (3781 ng/g kuivapaino) oli lähes yhtä paljon. 10-
formyylifoolihappoa oli noin 162 ng/g kuivapainoa kohti. 
 
Taulukko 5. Reaktorikasvatettujen Euglena gracilis -näytteiden kokonaisfolaattipitoisuudet määritettynä 
mikrobioloigsesti ja UHPLC-menetelmällä folaatin eri vitameereista yhteenlaskettuna.  
 Kokonaisfolaattipitoisuus (ng/g kuivapaino) 
 UHPLC  MBA 
Reaktori 1 48085,8 61899,8 
Reaktori 3 6930,7 7688,0 
 
Mikrobiologisesti määritettyyn kokonaisfolaattipitoisuuteen verrattuna 
reaktorikasvatetuista euglena-näytteistä UHPLC:llä määritettyjen folaatin eri vitameerien 
yhteenlaskettu kokonaisfolaattipitoisuus oli pienempi (taulukko 5). Mikrobiologisesti 
määritetty kokonaisfolaattipitoisuus oli reaktorissa 1 määritetyssä euglena-näytteessä noin 
61900 ng/g kuivapainoa kohti ja reaktorissa 3 kasvatetussa euglena-näytteessä noin 7688 
ng/g kuivapainoa kohti (kuva 14). UHPLC:llä määritetty, folaatin eri vitameereista 
yhteenlaskemalla saatu kokonaisfolaattipitoisuus oli reaktorissa 1 kasvatetussa näytteessä 
noin 48086 ng/g kuivapainoa kohti ja reaktorissa 3 kasvatetussa euglena-näytteessä 
vastaavasti noin 6931 ng/g kuivapainoa kohti (kuva 15). 
 
4.2.3  B2-vitamiinipitoisuus 
 
Reaktorikasvatetuista E. gracilis -näytteistä määritettiin riboflaviinivitamiinipitoisuus 
UHPLC-menetelmällä. Riboflaviinipitoisuus määritettiin kolmesta rinnakkaisnäytteestä. 
Reaktoreissa 1 ja 3 kasvatettujen euglena-näytteiden riboflaviinipitoisuudet μg/g 
kuivapainoa kohti on esitetty kuvassa 16.  
 
Reaktorissa 3 kasvanut euglena-näyte sisälsi enemmän riboflaviinia kuin reaktorissa 1 
kasvanut (kuva 16). Reaktorissa 3 kasvatetun euglena-näytteeen riboflaviinipitoisuus oli 
selvästi suurempi kuin kaupallisista chlorella- ja spirulina- sekä KEL:n mikrolevänäytteistä 
määritetyt riboflaviinipitoisuudet (kuvat 9 ja 16). Vain KEL:n spirulina-näyte sisälsi lähes 
yhtä paljon riboflaviinia kuin reaktorissa 3 kasvatettu E. gracilis. 
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Kuva 16. Reaktorikasvatusten (1 ja 3) Euglena gracilis -näytteistä UHPLC:llä määritetyt 
riboflaviinipitoisuudet (μg/g kuivapaino). Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Kuvan 16 mukaan reaktorissa 3 kasvatetun euglena-näytteen riboflaviinipitoisuus oli 
keskimäärin 42,2 μg/g (41,9–42,5 μg/g). Reaktorissa 1 kasvatetun euglena-näytteen 
riboflaviinipitoisuus oli hieman pienempi ollen keskiarvoltaan 32,0 μg/g (31,2 – 33,2 
μg/g).  
 
4.2.4 Niasiinipitoisuus 
 
Kuvassa 17 on esitetty UHPLC-menetelmällä määritetyt nikotiinihappo- ja 
nikotiiniamidipitoisuuksista yhteenlaskemalla saadut niasiinipitoisuudet rinnakkain 
reaktorikasvatetuista E. gracilis -mikrolevänäytteistä. Niasiinipitoisuus määritettiin 
reaktoreissa 1 ja 3 kasvatetuista euglena-näytteistä kolmena rinnakkaisena.  
 
Reaktorissa 1 kasvatetussa euglena-näytteessä oli enemmän niasiinia kuin reaktorissa 3 
kasvatetussa (kuva 17). Reaktorissa 1 kasvatetun euglena-näytteen niasiinipitoisuus oli 
keskimäärin 0,34 mg/g kuivapainoa kohti (0,31–0,37 mg/g). Reaktorissa 3 kasvatetun 
euglena-näytteen niasiinipitoisuus oli 0,23 mg/g kuivapainoa kohti (0,21–0,24 mg/g). 
Molempien reaktorikasvatuksen rinnakkaisnäytteiden välinen vaihtelu oli pientä ja 
keskihajonta oli <0,03 mg/g.  
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Kuva 17. Reaktorikasvatusten (1 ja 3) Euglena gracilis -näytteistä UHPLC:llä määritetyt niasiinipitoisuudet 
(mg/g kuivapaino). Keskihajonta on kuvattu virhepalkeilla. 
Kaupallisiin chlorella- ja spirulina-näytteisiin verrattuna reaktorissa 1 kasvatettu euglena-
näyte sisälsi enemmän niasiinia. Ero reaktorissa 1 kasvatetun euglena-näytteen ja chlorella-
näytteiden niasiinipitoisuuksien välillä ei ollut suuri (kuvat 10 ja 17). Reaktorissa 3 
kasvatetun euglena-näytteen niasiinipitoisuus oli pienempi kuin kaupallisten chlorella-
näytteiden niasiinipitoisuus mutta suurempi kuin kaupallisten spirulina-näytteiden. 
Reaktorissa 1 kasvatetussa euglena-näytteessä nikotiiniamidia oli keskimäärin 2–3 kertaa 
enemmän kuin nikotiinihappoa, mutta reaktorissa 3 kasvatetussa näytteessä nikotiinihapon 
ja nikotiiniamidin määrät olivat keskimäärin yhtä suuria. 
 
4.2.5  B12-vitamiinipitoisuus 
 
Kuvassa 18 on esitetty rinnakkain reaktorikasvatetuista E. gracilis -mikrolevänäytteistä 
UHPLC-menetelmällä määritetty ja mikrobiologisella menetelmällä määritetty B12-
vitamiinipitoisuus (ng/g kuivapainoa). 
 
53 
 
 
Kuva 18. Reaktorikasvatusten (1 ja 3) Euglena gracilis -näytteistä UHPLC:llä ja MBA:lla määritetyt B12-
vitamiinipitoisuudet (ng/g kuivapaino). Keskihajonta on osoitettu virhepalkeilla. 
Reaktoreissa kasvatettujen E. gracilis -mikrolevänäytteiden B12-vitamiinipitoisuudet olivat 
samaa suuruusluokkaa sekä UHPLC- että mikrobiologisella menetelmällä määritettynä 
ollen kuitenkin alle 3000 ng/g kuivapainoa (kuva 14). Reaktorissa 1 kasvatettu euglena-
näyte sisälsi hieman enemmän B12-vitamiinia kuin reaktorissa 3 kasvatettu. UHPLC-
menetelmällä määritetty B12-vitamiinipitoisuus oli reaktorissa 1 keskimäärin 2250 ng/g 
kuivapainoa (2099–2401 ng/g) ja reaktorissa 3 keskiarvoltaan 1741 ng/g kuivapainoa 
(1420–2061 ng/g). Mikrobiologisesti määritetty B12-vitamiinipitoisuus oli reaktorissa 1 
kasvatetussa E. gracilis -näytteessä keskimäärin 2946 ng/g kuivapainoa (2838–3054 ng/g) 
ja reaktorissa 3 kasvatetussa näytteessä keskimäärin 2224 ng/g kuivapainoa (2142–2323 
ng/g). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
54 
4.3 Euglena graciliksen kasvatus Hutner-alustalla 
 
4.3.1 B12-vitamiinipitoisuus 
 
Vitamiinittomalla ja B12-vitaminoidulla Hutner-alustoilla kasvatetuista E. gracilis -
näytteistä analysoitiin B12-vitamiinipitoisuus UHPLC-menetelmällä. Määritys suoritettiin 
kolmesta eri aikapisteestä otetuista E. gracilis -biomassa- ja supernatanttinäytteistä. 
Rinnakkaisnäytteitä oli neljä. Näytteenottoaikapisteiden tiedot on esitetty luvussa 3.2.2 
(taulukko 1). 
 
Kuva 19. B12-vitamiinipitoisuus (ng/g kuivapaino) vitamiinittomalla ja B12-vitaminoidulla Hutner-alustoilla 
kasvatetuista Euglena gracilis -näytteistä. Keskihajonta on laskettu 4 biologisesta rinnakkaisnäytteestä (n=4)  
ja kuvattu virhepalkeilla. 
Kuvassa 19 on esitetty aikapisteittäin kummankin Hutner-alustan biomassa- ja 
supernatanttinäytteiden B12-vitamiinipitoisuudet. Supernatanttinäytteet, niin 
vitamiinittomalta kuin vitaminoidulta alustalta, eivät sisältäneet B12-vitamiinia juuri yhtään 
(kuva 19). Hutner-alustan 1. aikapisteen supernatantissa B12-vitamiinipitoisuus oli 
keskimäärin 0,2 ng/g kuivapainoa kohti, mutta todellisuudessa neljästä 
rinnakkaisnäytteestä vain yhdessä rinnakkaisnäytteessä oli B12-vitamiinia noin 0,8 ng/g 
kuivapainoa kohti. Vitaminoidun Hutner-alustan 1. aikapisteen supernatanttinäytteen B12-
vitamiinipitoisuus oli keskimäärin <5ng/g kuivapainoa kohti (3,7–4,6 ng/g). 
Vitamiinittoman Hutner-alustan 4. aikapisteen supernatanttinäytteessä oli B12-vitamiinia 
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keskimäärin 2 ng/g kuivapainoa kohti, mutta neljästä rinnakkaisnäytteestä vain yksi sisälsi 
noin 8 ng/g B12-vitamiinia. 
 
E. gracilis -kasvatuksen biomassanäytteet kummaltakin alustalta sisälsivät enemmän B12-
vitamiinia kuin supernatanttinäytteet (kuva 19). Vitamiinittoman Hutner-alustan biomassan 
B12-vitamiinipitoisuus oli 1. aikapisteessä suurin, keskimäärin 159 ng/g kuivapainoa (93–
250 ng/g). 3. aikapisteessä B12-vitamiinipitoisuus oli enää keskimäärin 65 ng/g 
kuivapainoa (47–77 ng/g) ja 4. aikapisteessä pitoisuus oli taas hieman suurempi ollen 
keskimäärin 82 ng/g kuivapainoa (50–162 ng/g). 
 
Vitaminoidulla Hutner-alustalla kasvatetun E. graciliksen eri aikapisteistä otettujen 
biomassanäytteiden B12-vitamiinipitoisuudet olivat selvästi suurempia kuin 
vitamiinittomalla alustalla kasvatettujen. Ensimmäisessä aikapisteessä biomassan B12-
vitamiinipitoisuus oli suurin, keskiarvoltaan 2918 ng/g kuivapainoa kohti (2754–3190 
ng/g). Kolmannessa aikapisteessä vitaminoidun Hutner-alustan biomassanäytteen B12-
vitamiinipitoisuus oli keskimäärin 1893 ng/g (1254–3041 ng/g) ja 4. aikapisteessä 
pitoisuus oli 849 ng/g (467–1518 ng/g). B12-vitamiinipitoisuudet rinnakkaisnäytteiden 
välillä vaihtelivat paljon ja keskihajonta oli usein suuri, varsinkin vitaminoidun Hutner-
alustan 3. ja 4. aikapisteen biomassanäytteissä. B12-vitamiinipitoisuuden laskiessa 
biomassanäytteissä supernatanttien B12-vitamiinipitoisuudessa tapahtui samalla pientä 
nousua. 
 
5 TULOSTEN TARKASTELU 
 
5.1 Kokonaisfolaattipitoisuus 
 
Kaupallisten mikrolevävalmisteiden (C. vulgaris/pyrenoidosa, A. platensis/maxima), 
Helsingin yliopiston kotieläintieteen laitokselta saatujen mikrolevänäytteiden (C. vulgaris, 
N. gaditana ja A. platensis) sekä laboratorio-olosuhteissa kasvatettujen 
mikrolevänäytteiden (E. gracilis) kokonaisfolaattipitoisuudet määritettiin mikrobiologisella 
menetelmällä käyttäen Lactobacillus rhamnosus -organismia.  
 
Chlorella-mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuus oli keskimäärin 19,9 µg/g 
(13,9–25,9 µg/g). Myös KEL:n chlorella-näytteen kokonaisfolaattipitoisuus oli 
keskiarvoltaan 19,3 µg/g kuivapainoa (18,1–20,8 µg/g), joka oli lähes samansuuruinen 
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kuin kaupallisten chlorella-mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaatti-pitoisuus. KEL:n N. 
gaditana -mikrolevän kokonaisfolaaattipitoisuus oli samaa suuruusluokkaa kuin chlorella-
näytteillä ollen keskimäärin 20,9 µg/g kuivapainoa (20,4–21,5 µg/g).  
 
Panahi ym. (2012) määrittivät tutkimuksessaan C. vulgaris -mikrolevästä valmistettujen 
tablettien (Algomed
®
, Bioprodukte Prof. Steinberg Produktions- und Vertreibs GmbH & 
Co KG) vaikutusta dyslipidemioiden hoitoon. Tabletit koostuivat C. vulgaris -jauheesta 
(98 %), piihaposta (1 %) ja kasviperäisestä magnesiumstearaatista (1 %). Artikkelissa 
tablettien foolihappopitoisuudeksi ilmoitettiin 26,9 μg/100 g eli 269 ng/g kuivapainoa. 
Fujii ym. (2009) tutkivat artikkelissaan folaattia tuottavia mikroleviä ja määrittivät 
mikrobiologisella menetelmällä käyttäen Enterococcus hirae -organismia kaupallisen C. 
vulgaris -näytteen folaattipitoisuudeksi 2,44 mg/kg eli 2440 ng/g kuivapainoa. Brown ym. 
(1999) vertailivat tutkimuksessaan mikrobiologisella menetelmällä (testiorganismina L. 
rhamnosus) määritettyjen eri mikrolevälajien (Tetraselmis sp., Pavlova pinguis, 
Nannochloropsis sp. ja Stichococcus sp. mutta ei C. vulgaris/pyrenoidosa) 
kokonaisfolaattipitoisuuksia, jotka vaihtelivat välillä 17–26 μg/g (17000–26000 ng/g 
kuivapaino).  
 
Panahin ym. (2012) tai Fujiin ym. (2009) tutkimuksissa ilmoitetut folaattipitoisuudet 
erosivat huomattavasti tässä maisterin tutkielmassa määritetyistä C. vulgaris/pyrenoidosa -
mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuuksista ollen pitoisuuksiltaan 10- tai 100-
kertaisesti pienempiä. Lisäksi Panahin ym. (2012) artikkelissa puhutaan 
foolihappopitoisuudesta, eikä folaattipitoisuudesta. Suomen Voimaruoka taas ilmoittaa 
chlorella-jauheensa (C. vulgaris) sisältävän 2400 μg/100 g eli 24000 ng/g B12-vitamiinia. 
Tässä maisterin tutkielmassa Voimaruoan chlorella-näytteestä kvantitoitiin keskimäärin 
19915 ng/g kuivapainoa (17093–24905 ng/g), mikä vastaa hyvin Voimaruoan itse 
ilmoittamaa folaattipitoisuutta. Brownin (1999) tutkimusryhmän muista mikrolevälajeista 
kuin C. vulgaris määritetyt folaattipitoisuudet olivat suuruusluokaltaan samankaltaisia kuin 
tässä maisterin tutkielmassa määritetyt C. vulgaris, C. pyrenoidosa ja N. gaditana -
mikrolevänäytteiden folaattipitoisuudet. Tässä maisterin tutkielmassa määritettiin 
näytteiden kokonaisfolaattipitoisuus myös UHPLC-menetelmällä analysoiduista folaatin 
eri vitameereista yhteenlaskemalla vitameeripitoisuudet, eikä eri menetelmillä 
määritetyissä C. vulgaris/pyrenoidosa ja N. gaditana -mikrolevien 
kokonaisfolaattipitoisuuksissa ollut suuria eroja (luku 4.1, taulukko 3). 
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Kaupallisten A. platensis/maxima -mikrolevävalmisteiden kokonaisfolaattipitoisuus oli 
keskimäärin 3209 ng/g kuivapainoa (2645–3997 ng/g). KEL:n A. platensis -näytteen 
kokonaisfolaattipitoisuus oli 4699 ng/g kuivapainoa (4062–5057 ng/g), mikä oli selvästi 
suurempi kuin minkään kaupallisten spirulina-mikrolevävalmisteiden 
kokonaisfolaattipitoisuus. Kaupallisista spirulina-mikrolevävalmisteista eniten folaattia oli 
Voimaruoan valmisteessa ja vähiten Cocovin valmisteessa, jonka alkuperämaaksi oli 
pakkauksessa ilmoitettu Intia, pitoisuuseron ollen melkein 1400 ng/g kuivapainoa 
valmisteiden välillä. Pitoisuusero KEL:n spirulina-näytteen ja Voimaruoan valmisteen 
välillä oli noin 700 ng/g kuivapainoa.  
 
Fujiin ym. (2009) tutkimusryhmä vertaili artikkelissaan eri mikrolevälajien 
folaattipitoisuuksia ja A. platensis -mikrolevän folaattipitoisuus oli artikkelin mukaan 0,4 
mg/kg eli 400 ng/g. Tässä maisterin tutkielmassa mikrobiologisella menetelmällä 
määritetyt kokonaisfolaattipitoisuudet olivat lähes kymmenkertaisesti suuremmat kuin 
Fujiin ym. (2009) artikkelissa esitetty folaattipitoisuus. Myös UHPLC-menetelmällä 
määritetyistä folaatin eri vitameereista yhteenlaskemalla saaduu spirulina-valmisteiden 
kokonaisfolaattipitoisuudet erosivat mikrobiologisella menetelmällä saaduista 
kokonaisfolaattipitoisuuksista (luku 4.1, taulukko 2). Kokonaisfolaattipitoisuus, joka 
muodostui UHPLC:llä määritetyistä folaatin eri vitameereista yhteenlaskemalla, oli 
keskimäärin 2142 ng/g kuivapainoa (936–3296 ng/g), eli pitoisuuseroltaan lähes 1000 ng/g 
pienempi mikrobiologiseen menetelmään verrattuna (3209 ng/g). Myös folaatin eri 
vitameereista yhteenlaskemalla saatu kokonaisfolaattipitoisuus oli noin viisinkertainen 
verrattuna Fujiin ym. (2009) artikkelissa esitettyyn A. platensis -mikrolevän 
folaattipitoisuuteen. Suomen Voimaruoka on ilmoittanut spirulina-jauheen 
folaattipitoisuudeksi 200 μg/100 g eli 2000 ng/g. Tässä maisterin tutkielmassa määritettiin 
Voimaruoan spirulina-jauheen folaattipitoisuudeksi keskimäärin 3997 ng/g kuivapainoa 
(3850–4169 ng/g), mikä on vähemmän kuin Voimaruoan itse ilmoittama folaattipitoisuus, 
mutta suuruusluokaltaan melko samankaltainen pitoisuus. 
 
Reaktorikasvatetun E. gracilis -mikrolevän mikrobiologisesti määritetty 
kokonaisfolaattipitoisuus oli reaktorissa 1 keskimäärin 61900 ng/g kuivapainoa (54720–
65787 ng/g) ja reaktorissa 3 keskimäärin 7688 ng/g kuivapainoa (7200–8333 ng/g). 
Biomassaltaan niukkakasvuisemmassa reaktorissa 1 kasvatettu E. gracilis -näyte sisälsi 
melkein 10-kertaisesti enemmän folaattia kuin E. gracilis, joka oli peräisin enemmän 
biomassaa tuottaneesta reaktorista 3. Goiris ym. (2014) ovat todenneet artikkelissaan, että 
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jotkut mikrolevät saattavat tuottaa joitakin vitamiineja, kuten E- ja C-vitamiinia, enemmän 
niin sanotuissa stressitilanteissa, jolloin niiden ravinnonsaanti on ollut rajoitettua. Sen 
sijaan kun ravinnonsaantia ei ollut rajoitettu, biomassan tuotanto oli runsaampaa. 
Reaktorissa 1 kasvatetun E. gracilis -näytteen folaattipitoisuus oli vähintään 2,5-kertainen 
verrattuna Brownin (1999) tutkimusryhmän määrittämiin eri mikrolevälajien (ei E. 
gracilis) folaattipitoisuuksiin (17000–26000 ng/g) – ja lähes 25-kertainen Fujiin ym. 
(2009) artikkelissa esitettyyn C. vulgaris-mikrolevän folaattipitoisuuteen (2440 ng/g). 
Reaktorissa 3 kasvatetun E. gracilis -näytteen folaattipitoisuus oli Fujiin ym. (2009) 
ilmoittamaan C. vulgaris -mikrolevän folaattipitoisuuteen nähden noin kolminkertainen.  
 
Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL 2016) ylläpitämässä elintarvikkeiden 
koostumustietokannassa, Finelissä ilmoitetaan esimerkiksi vehnänalkion 
kokonaisfolaattipitoisuudeksi 213 μg/100 g eli 2130 ng/g, pinaatin 1940 ng/g, lehtikaalin 
1200 ng/g ja parsakaalin 1130 ng/g. Tuore maksa (keskiarvo) olisi 
elintarvikekoostumustietokannan perusteella runsaimmin folaattia sisältävä elintarvike, 
jonka kokonaisfolaattipitoisuudeksi on ilmoitettu 1226 μg/100 g eli 12260 ng/g. Tässä 
maisterin tutkielmassa määritettyjen mikrolevien kokonaisfolaattipitoisuuksien perusteella 
voitiin todeta, että elintarvikkeiksi kelpaavien C. vulgaris ja C. pyrenoidosa -mikrolevien 
kokonaisfolaattipitoisuus oli hieman suurempi kuin tuoreen maksan. N. gaditana on tällä 
hetkellä sallittu vain rehukäyttöön, mutta senkin kokonaisfolaattipitoisuus oli suurempi 
kuin tuoreen maksan. Elintarvikkeiksi kelpaavat kaupalliset A. platensis -
mikrolevävalmisteet eivät sisältäneet yhtä paljon folaattia kuin tuore maksa mutta niiden 
kokonaisfolaattipitoisuus (ng/g) oli kuitenkin paljon suurempi kuin esimerkiksi 
vehnänalkion, pinaatin, lehtikaalin tai parsakaalin. E. gracilis -mikrolevä ei N. gaditanan 
tavoin ole Euroopan elintarviketurvallisuusviranomaisen eli EFSA:n elintarvikekäyttöön 
hyväksyttyjen uuselintarvikkeiden joukossa. Mainittakoon silti, että reaktorissa 1 
kasvatetun E. gracilis -näytteen kokonaisfolaattipitoisuus oli viisinkertaisesti suurempi 
kuin tuoreen maksan. Reaktorissa 3 kasvatettu E. gracilis olisi myös tulosten perusteella 
parempi folaatin lähde kuin esimerkiksi vehnänalkio, pinaatti, lehtikaali tai parsakaali.  
 
Pitoisuuksia ei voida kuitenkaan vertailla täysin luotettavasti toisiinsa, sillä Finelin 
ilmoittamat kokonaisfolaattipitoisuudet on ilmoitettu tuorepainoa kohti. Lisäksi 
annoskoolla on suuri merkitys, mikä elintarvike lopulta osoittautuisi parhaaksi folaatin 
lähteeksi. Tyypillinen mikrolevävalmisteen annoskoko on muutamia tee- tai 
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ruokalusikallisia eli arviolta noin 5–30 g, jolloin folaattia olisi esimerkiksi 30 g:n 
annoksessa A. platensis -mikroleväjauhetta noin 96,3 µg.
 
Valtion ravitsemusneuvottelukunnan (VRN 2014) ravitsemussuositusten mukaan folaatin 
päivittäisen saannin tulisi olla noin 300 μg, jolloin A. platensis -mikrolevävalmistetta tulisi 
nauttia melkein 100 g päivittäin. Sen sijaan enemmän folaattia sisältävästä C. vulgaris tai 
C. pyrenoidosa -mikroleväjauheesta saisi ravitsemussuositusten mukaisen 300 μg:n 
päivittäisannoksen folaattia jo noin 15 g:n annoksesta. Chlorella- ja spirulina-jauheiden 
folaattipitoisuuksien ero voi selittyä sillä, että Chlorella sp. -mikrolevät (viherlevä, 
chlorophyta) ovat ominaisuuksiltaan yhteyttäviä kasvisoluja ja Arthrospira sp. -mikrolevät 
taas luokitellaan syanobakteereiksi (cyanobacteria). 
 
5.2 Folaattivitameerikoostumus 
 
Kaupallisista (C. vulgaris/pyrenoidosa ja A. platensis) ja KEL:n (C. vulgaris, N. gaditana 
ja A. platensis) mikrolevänäytteistä määritettiin folaatin eri vitameereja UHPLC-
menetelmällä. Eri folaattivitameerien standardiliuosten avulla kvantitoitiin näytteistä 
seuraavat vitameerit: tetrahydrofolaatti, 5-metyylitetrahydrofolaatti, 5-
formyylitetrahydrofolaatti, 5,10-metenyylitetrahydrofolaatti, 10-formyylidihydrofolaatti ja 
10-formyylifoolihappo. 
 
Kaupallisista chlorella-mikrolevävalmisteista sekä KEL:n C. vulgaris -näytteestä 
onnistuttiin kvantitoimaan kaikkia vitameereja, mutta näytteiden vitameerijakaumien 
välillä oli eroavaisuuksia riippuen valmistajasta. Kaupallisista chlorella-valmisteista 
Puhdistamon näytteessä oli 37 % 5-metyylitetrahydrofolaattia, 25 % 5-
formyylitetrahydrofolaattia, 15 % 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia ja 10-
formyylidihydrofolaattia, 5 % 10-formyylifoolihappoa ja 3 % tetrahydrofolaattia. 
Puhdistamon näytteessä oli tuskin yhtään foolihappoa (10 ng/g eli <0,05 %). Voimaruoan 
näyte sisälsi 44 % 5-metyylitetrahydrofolaattia, 30 % 5-formyylitetrahydrofolaattia, 17 % 
5,10-metenyylitetrahydrofolaattia ja 4 % tetrahydrofolaattia ja 10-formyylifoolihappoa. 
Voimaruoan näytteessä ei ollut ollenkaan foolihappoa eikä 10-formyylidihydrofolaattia. 
Cocovin näyte sisälsi 45 % 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia, 40 % foolihappoa, 8 % 5-
metyylitetrahydrofolaattia, 4 % tetrahydrofolaattia ja 2 % 5-formyylitetrahydrofolaattia. 
Cocovin näytteessä ei ollut 10-formyylidihydrofolaatti- eikä 10-formyylifoolihappo-
vitameereja. KEL:n C. vulgaris -näyte sisälsi 47 % 5-metyylitetrahydrofolaattia, 28 % 5-
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formyylitetrahydrofolaattia, 8 % 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia ja 10-
formyylifoolihappoa, 6 % foolihappoa ja 3 % tetrahydrofolaattia. KEL:n C.vulgaris -
näyttessä ei ollut yhtään 10-formyylidihydrofolaattia. KEL:n N. gaditana -näyte koostui 
suurimmaksi osaksi 5-metyylitetrahydrofolaatista (86 %), 5-formyylitetrahydrofolaatista (6 
%), tetrahydrofolaatista (4 %), 5,10-metenyylitetrahydrofolaatista ja foolihaposta (1 %). N. 
gaditana -näytteessä ei ollut lainkaan 10-formyylidihydrofolaattia eikä 10-
formyylifoolihappoa. 
 
Kaupalliset A. platensis -valmisteet sekä KEL:n A. platensis -näyte eivät sisältäneet 
lainkaan 5-formyylitetrahydrofolaattia, foolihappoa tai 10-formyylidihydrofolaattia. Vain 
Voimaruoan näyte sisälsi hieman tetrahydrofolaattia (9 %), mutta muissa näytteissä ei ollut 
sitä ollenkaan. Voimaruoan näyte koostui 5,10-metenyylitetrahydrofolaatista (45 %), 5-
metyylitetrahydrofolaatista (36 %) ja 10-formyylifoolihaposta (10 %). Cocovin näytteet 
sisälsivät 5-metyylitetrahydrofolaattia (Intia 54 %, Kiina 50 %), 5,10-
metenyylitetrahydrofolaattia (Intia 35 %, Kiina 43 %) ja 10-formyylifoolihappoa (Intia 11 
%, Kiina 7 %). Puhdistamon näyte koostui vain 5-metyylitetrahydrofolaatista (86 %) sekä 
10-formyylifoolihaposta (14 %). KEL:n näytteessä oli 56 % 5-formyylitetrahydrofolaattia, 
39 % 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia sekä 4 % 10-formyylifoolihappoa. 
 
Reaktorikasvatetuissa E. gracilis -näytteissä ei ollut ollenkaan foolihappoa ja 10-
formyylifoolihappoakin vain <1 % (R3). Suurin osa E. gracilis -näytteen folaatista oli 
5,10-metenyylitetrahydrofolaattia (R1 55 %, R3 47 %). Reaktorissa 3 kasvatetussa E. 
gracilis -näytteessä oli 25 % 5-metyylitetrahydrofolaattia, 19 % 5-
formyylitetrahydrofolaattia ja 8 % tetrahydrofolaattia. Reaktorissa 3 kasvatetussa 
näytteessä ei ollut ollenkaan 10-formyylidihydrofolaattia. Reaktorissa 1 kasvatetussa 
näytteessä oli sen sijaan 15 % 5-metyylitetrahydrofolaattia, 14 % tetrahydrofolaattia, 9 % 
5-formyylitetrahydrofolaattia ja 8 % 10-formyylidihydrofolaattia. Reaktorissa 1 kasvatettu 
näyte sisälsi siis enemmän 5,10-metenyylitetrahydrofolaattia, tetrahydrofolaattia ja 10-
formyylidihydrofolaattia kuin reaktorissa 3 kasvatettu.  
 
Mikrolevien folaattien vitameerijakaumasta on olemassa hyvin niukasti tutkimustietoa. 
Crostin (1984) tutkimusryhmä on kuitenkin selvittänyt E. gracilis -mikrolevän 
folaattivitameerien jakaumaa sen kasvusyklin aikana. Crostin ym. (1984) mukaan yli 
puolet E. gracilis -mikrolevän folaattivitameerijakaumasta muodostuisi vitameerien 
metyylimuodoista ja formyylimuotoja olisi metyylimuotoja vähemmän. Tämän maisterin 
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tutkielman folaattivitameeritulosten mukaan suurin osa reaktorikasvatettujen E. gracilis -
näytteiden vitameerijakaumasta koostui vitameerien metyyli- ja metenyylimuodoista. 
Myös kaupallisten Arthrospira sp. -valmisteiden vitameerijakaumasta valtaosa koostui 
metyyli- ja metenyylimuodoista, eikä formyylimuotoja ollut Arthrospira sp. -näytteissä 
kuin enimmillään 14 % (Puhdistamo). Myös kaupallisissa Chlorella sp. -näytteissä oli 
enemmän metyyli- ja metenyylivitameereja kuin formyylivitameereja. KEL:n N. gaditana 
-näyte koostui lähes yksinomaan vain 5-metyylitetrahydrofolaatista (86 %). 
 
Määritettäessä folaatin eri vitameereja mikrolevänäytteistä kaupallisten spirulina-
valmisteiden UHPLC-kromatogrammeissa näkyi runsaasti tunnistamattomiksi jääneitä 
piikkejä, joita ei voitu identifioida standardiliuosten perusteella. Voi olla, että 
eroavaisuudet mikrobiologisella ja UHPLC-menetelmällä saaduissa 
kokonaisfolaattituloksissa johtuivat nimenomaan näistä tunnistamattomista folaatin eri 
vitameereista, joita mikrobiologisen määritysmenetelmän testiorganismi (L. rhamnsosus) 
on silti voinut käyttää ravinnokseen, minkä vuoksi mikrobiologinen menetelmä on antanut 
UHPLC-menetelmää suuremman kokonaisfolaattipitoisuuden. 
 
5.3 B2-vitamiinipitoisuus 
 
Kaupallisista mikrolevistä määritettiin B2-vitamiinipitoisuus UHPLC-menetelmällä 
kolmesta rinnakkaisnäytteestä. Spirulina-näytteistä eniten riboflaviinia oli KEL:n spirulina-
näytteessä, keskimäärin 40,9 μg/g kuivapainoa. Myös kaupallisissa spirulina-valmisteissa 
oli lähes saman verran riboflaviinia, keskimäärin 35 μg/g kuivapainoa (34,1–37,6 μg/g).  
Kaupallisista spirulina-valmisteista eniten riboflaviinia oli Puhdistamon spirulina-
näytteessä, keskimäärin 37,6 μg/g kuivapainoa (36,7–38,4 μg/g) ja vähiten intialaista 
alkuperää olevassa Cocovin spirulina-näytteessä, keskimäärin 33,6 μg/g kuivapainoa 
(30,8–37,2 μg/g). Kaikkien kaupallisten spirulina-näytteiden riboflaviinipitoisuudet olivat 
samaa suuruusluokkaa keskenään. Kaupalliset chlorella-näytteet sisälsivät hieman 
vähemmän riboflaviinia kuin spirulina-näytteet, keskimäärin 27,6 μg/g kuivapainoa (20,7–
33,6 μg/g). Voimaruoan chlorella-näytteessä oli puolet enemmän riboflaviinia kuin muissa 
kaupallisissa chlorella-näytteissä. KEL:n nannochloropsis-näytteen riboflaviinipitoisuus oli 
samaa suuruusluokkaa chlorella-näytteiden kanssa. Reaktorikasvatetuista E. gracilis -
näytteistä reaktorissa 1 kasvatettu sisälsi riboflaviinia lähes saman verran kuin kaupalliset 
spirulina-näytteet ja reaktorissa 3 kasvatettu keskimäärin selvästi enemmän kuin muut 
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näytteet, keskimäärin 42,2 μg/g kuivapainoa, mikä on lähes kaksinkertainen määrä 
chlorella-näytteisiin verrattuna.  
 
Belayn (2008) ja Panahin tutkimusryhmät (2012) ovat esittäneet artikkeleissaan C. vulgaris 
-mikrolevien riboflaviinipitoisuuksiksi 4,5 mg/100 g (45 μg/g) ja 4,8 mg/100 g (48 μg/g). 
Maruyama ym. (1997) raportoi artikkelissaan C. vulgaris -mikrolevän 
riboflaviinipitoisuudeksi 6,0 mg/100 g (60 μg/g). Brownin (1999) tutkimusryhmä raportoi 
eri mikrolevien (Tetraselmis sp., Pavlova pinguis, Nannochloropsis sp. ja Stichococcus 
sp.) riboflaviinipitoisuuksien vaihdelleen 25–62 μg/g välillä. Kirjallisuudessa esitettyihin 
mikrolevien riboflaviinipitoisuuksiin nähden tässä tutkielmassa kaupallisista Chlorella sp. 
-näytteistä määritetyt riboflaviinipitoisuudet olivat pienempiä, mutta kuitenkin samaa 
suuruusluokkaa. Tässä tutkielmassa muiden kuin Chlorella sp. -näytteiden 
riboflaviinipitoisuudet oli Brownin ym. (1999) artikkelissaan ilmoittamien pitoisuuksien 
kanssa yhteneväisiä eli hieman yli 25 μg/g. Eniten riboflaviinia sisältäneen reaktorissa 3 
kasvatetun E. gracilis -näytteen riboflaviinipitoisuus oli lähimpänä Panahin ym. (2012) ja 
Belayn (2008) ilmoittamia C. vulgaris -mikrolevän pitoisuuksia ja myös Brownin ym. 
(1999) artikkelissa ilmoitetun vaihteluvälin sisällä. 
 
Elintarvikkeiden koostumustietokannan, Finelin (THL 2016) mukaan tuore maksa 
(keskiarvo) sisältäisi riboflaviinia 3,0 mg/100 g eli 30 μg/g, mikä on samaa suuruusluokkaa 
kuin tässä tutkielmassa kaupallisista mikrolevävalmisteista määritetyt 
riboflaviinipitoisuudet. Finelin mukaan kuivatussa nori-merilevässä olisi riboflaviinia 1,34 
mg/100 g eli 13,4 μg/g, mikä on arviolta puolet kaupallisista mikrolevistä määritetyistä 
riboflaviinipitoisuuksista. Pinaatissa sen sijaan olisi vain 0,24 mg/100 g eli 2,4 μg/g 
riboflaviinia. Riboflaviinin päivittäinen saantisuositus vaihtelee jonkin verran sukupuolesta 
ja iästä riippuen. Miehillä (14–60-vuotiaat) päivittäinen saantisuositus on 1,7 mg, naisilla 
(14–60-vuotiaat) 1,3 mg, raskaana olevilla naisilla 1,6 mg ja imettävillä naisilla 1,7 mg 
(VRN 2014). Jotta miesten päivittäinen riboflaviinin saantisuositus täyttyisi, kaupallista 
spirulina-valmistetta tulisi nauttia noin 48 g. Naisten saantisuositus täyttyisi nauttimalla 
noin 34 g spirulina-valmistetta. Vähemmän riboflaviinia sisältävää chlorella-valmistetta 
tulisi nauttia vielä enemmän, jotta päivittäinen saanti olisi turvattu. 
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5.4 Niasiinipitoisuus 
 
Kaupalliset chlorella-valmisteet sisälsivät keskimäärin enemmän niasiinia (0,27 mg/g 
kuivapainoa) kuin spirulina-valmisteet (0,17 mg/g kuivapainoa). KEL:n chlorella-näytteen 
niasiinipitoisuus oli selkeästi pienempi kuin kaupallisten chlorella-valmisteiden ja oli 
keskimäärin vain 0,14 mg/g kuivapainoa eli noin puolet kaupallisten chlorella-valmisteiden 
niasiinipitoisuudesta. KEL:n spirulina-näytteen niasiinipitoisuus oli noin 0,16 mg/g 
kuivapainoa eli samaa suuruusluokkaa kuin kaupallisissa spirulina-valmisteissa. KEL:n 
nannochloropsis-näyte sisälsi vielä vähemmän niasiinia kuin chlorella- ja spirulina-
näytteet, keskimäärin 0,13 mg/g kuivapainoa. Reaktorikasvatetuissa E. gracilis -näytteistä 
reaktorissa 1 kasvatetussa näytteessä oli selvästi enemmän niasiinia (0,34 mg/g) kuin 
reaktorissa 3 kasvatetussa (0,23 mg/g). Reaktorissa 1 kasvatetun näytteen niasiinipitoisuus 
oli suurempi kuin millään kaupallisella mikrolevävalmisteella. Reaktori 3:n näytteen 
niasiinipitoisuus taas oli samaa suuruusluokkaa chlorella-valmisteiden 
niasiinipitoisuuksien kanssa.  
 
Kaikkien spirulina- ja chlorella-näytteiden niasiinipitoisuudet koostuivat suurimmaksi 
osaksi nikotiiniamidista, mutta nannochloropsis-näytteessä nikotiiniamidia oli lähes yhtä 
paljon kuin nikotiinihappoa. Euglena-näytteissä sen sijaan reaktorissa 3 kasvatetussa 
näytteessä nikotiinihapon ja -amidin pitoisuuksissa ei ollut paljon eroa, mutta reaktorissa 1 
kasvatetussa näytteessä niasiinipitoisuus muodostui enemmän nikotiiniamidista kuin 
nikotiinihaposta. Combsin (2012) mukaan kasvien sisältämä niasiini olisi suurimmaksi 
osaksi nikotiinihappoa ja eläinkudosten niasiini nikotiiniamidia. Tässä maisterin 
tutkielmassa spirulina- ja chlorella-näytteet sisälsivät kuitenkin enemmän nikotiiniamidia 
kuin nikotiinihappoa. 
 
Mikrolevien niasiinipitoisuuksista on kirjallisuudessa niukasti tietoa. Kuitenkin Panahi ym. 
(2012) on ilmoittanut artikkelissaan C. vulgaris -mikrolevän niasiinpitoisuudeksi 23,8 
mg/100 g eli 0,238 mg/g, mikä vastaa hyvin tässä tutkielmassa Chlorella sp. -näytteistä 
määritettyjä niasiinipitoisuuksia. Tosin Panahin ym. (2012) artikkelissa ei ole mainintaa, 
onko menetelmässä käytetty emäs- vai happohydrolyysiä. Belayn (2008) mukaan 
Arthrospira sp. -mikroleväjauheessa olisi niasiinia 14,9 mg/100 g eli 0,149 mg/g, mikä 
vastaa myös erittäin hyvin tässä tutkielmassa Arthrospira sp. -valmisteista määritettyjä 
niasiinipitoisuuksia. Myöskään Belayn (2008) artikkelissa ei ole mainittu, kumpaa 
esikäsittelymenetelmää niasiinipitoisuuden määrityksessä on käytetty. Tässä tutkielmassa 
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happohydrolyysillä esikäsitellyistä näytteistä saadut tulokset vastaavat tosin niin hyvin 
Panahin ym. (2012) ja Belayn (2008) ilmoittamia niasiinipitoisuuksia, että todennäköisesti 
kyseessä on sama esikäsittelymenetelmä. E. gracilis -mikrolevän niasiinipitoisuus oli 
lähempänä Panahin ym (2012) C. vulgaris -mikrolevästä määritettyä niasiinipitoisuutta 
kuin Belayn (2008) ilmoittamaa Arthrospira sp. -mikrolevän niasiinipitoisuutta. 
 
Elintarvikkeiden koostumustietokannan, Finelin mukaan tuoreen maksan (keskiarvo) 
niasiinipitoisuus on 12,1 mg/100 g eli 0,12 mg/g (THL 2016). Sen sijaan vehnäleseen 
niasiinipitoisuudeksi on ilmoitettu jopa 23 mg/100 g eli 0,23 mg/g. Kuivatun nori-
merilevän niasiinipitoisuus on Finelin mukaan vain 5,5 mg/100 g eli 0,05 mg/g ja pinaatin 
1,2 mg/100g eli 0,01 mg/g. Ainoastaan vehnäleseen niasiinipitoisuus on vertailukelpoinen 
kaupallisten chlorella-valmisteiden niasiinipitoisuuksien kanssa. Kaupallisten spirulina-
valmisteiden niasiinipitoisuus on pienempi kuin vehnäleseen mutta suurempi kuin 
esimerkiksi maksan. Valtion ravitsemusneuvottelukunnan (VRN 2014) laatimien 
ravitsemussuositusten mukaan 14–60-vuotiaiden miesten niasiinin päivittäinen 
saantisuositus on 19–20 mg ja samanikäisten naisten 15 mg. Raskaana olevien naisten 
niasiinin päivittäinen saantisuositus on 17 mg ja imettävien jopa 20 mg. Miesten (14–60-
vuotiaat) niasiinin saantisuositus täyttyisi nauttimalla noin 70–74 g kaupallisia chlorella- 
tai noin 112–118 g spirulina-valmisteita päivittäin. Naisten (14–60-vuotiaat, raskaana 
olevat ja imettävät) saantisuositus täyttyisi noin 56–74 g:lla chlorella- tai noin 88–117 g:lla 
spirulina-valmisteita.  
 
5.5 B12-vitamiinipitoisuus 
 
Kaupallisista mikrolevävalmisteista määritettiin B12-vitamiinipitoisuus sekä UHPLC-
menetelmällä että mikrobiologisesti. Kaupallisista chlorella-valmisteista Cocovin näyte 
sisälsi eniten B12-vitamiinia: UHPLC-menetelmä antoi pitoisuudeksi 2106 ng/g 
kuivapainoa ja mikrobiologinen menetelmä 2428 ng/g kuivapainoa. Puhdistamon 
näytteessä oli B12-vitamiinia 709 ng/g kuivapainoa mikrobiologisesti määritettynä ja 689 
ng/g kuivapainoa UHPLC-menetelmällä määritettynä. Voimaruoan näytteessä oli kaikista 
chlorella-valmisteista vähiten B12-vitamiinia pitoisuuden ollessa mikrobiologisella 
menetelmällä määritettynä 287 ng/g ja UHPLC-menetelmällä 253 ng/g kuivapainoa. 
KEL:n C. vulgaris -näyte ei tulosten perusteella sisältänyt lainkaan B12-vitamiinia, mikä 
voi johtua esimerkiksi näytteen säilytysolosuhteista hollantilaisessa Duplaco-
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välittäjäyrityksessä tai Helsingin yliopiston kotieläintieteen laitoksella. B12-vitamiini on 
hyvin herkkä valolle ja jo lyhyt altistus tuhoaa epästabiileja B12-vitamiinin muotoja.  
 
Chlorella-valmisteiden suhteen mikrobiologisella määritysmenetelmällä saatujen ja 
UHPLC-menetelmällä määritettyjen B12-vitamiinipitoisuuksien välillä ei ollut suuria 
eroavaisuuksia. Panahi ym. (2012) ilmoittivat C. vulgaris -mikrolevästä valmistettujen 
tablettien (Algomed
®
, Bioprodukte Prof. Steinberg Produktions- und Vertreibs GmbH & 
Co KG) B12-vitamiinipitoisuudeksi 125,9 μg/100 g eli 1259 ng/g tutkiessaan niiden 
vaikutusta dyslipidemioiden hoitoon. Watanaben tutkimusryhmä (2013) raportoi Chlorella 
sp. -mikrolevien B12-vitamiinipitoisuudeksi 200 μg/100 g eli 2000 ng/g. Myös Kumudha 
ym. (2014) on saanut mikrobiologisella määritysmenetelmällä C. vulgaris -mikrolevän 
B12-vitamiinipitoisuudeksi noin 29,9 μg/100 g eli 2990 ng/g kuivapainoa. Tässä maisterin 
tutkielmassa mikrobiologisella ja UHPLC-menetelmällä määritetyt B12-
vitamiinipitoisuudet Chlorella sp. -mikrolevävalmisteissa vaihtelivat välillä 253–2428 ng/g 
kuivapainoa. Kaupallisista chlorella-valmisteista vain Cocovin näyte sisälsi arviolta yhtä 
paljon B12-vitamiinia kirjallisuudessa ilmoitettuihin arvoihin verrattuna (Panahi ym. 2012; 
Watanabe ym. 2013; Kumudha ym. 2014). 
 
Kaupallisten spirulina-valmisteiden B12-vitamiinipitoisuuksissa oli merkittäviä eroja 
mikrobiologisella ja UHPLC-menetelmällä määritetyissä vitamiinipitoisuuksissa (luku 4.1, 
taulukko 4). B12-vitamiinin mikrobiologinen määritysmenetelmä antoi systemaattisesti 
lähes nelin- tai viisinkertaisen tuloksen UHPLC-menetelmällä saatuun B12-
vitamiinipitoisuuteen verrattuna. Mikrobiologisella menetelmällä kaupallisista spirulina-
valmisteista määritettiin B12-vitamiinipitoisuudeksi 535–2343 ng/g kuivapainoa, kun taas 
UHPLC-menetelmällä saatiin vain 46–524 ng/g kuivapainoa samoista näytteistä. 
Puhdistamon spirulina-kokoomanäytteen B12-vitamiinipitoisuus (46 ng/g kuivapainoa) 
vastasi hyvin kokoomanäytteen kolmesta osanäytteestä määritettyjä B12-
vitamiinipitoisuuksia (37–47 ng/g kuivapainoa), joten voitiin todeta, ettei ainakaan 
Puhdistamon osanäytteiden välillä eikä täten eri erien välillä ollut merkittäviä 
eroavaisuuksia. Voimaruoan näyte sisälsi sekä mikrobiologisen että UHPLC-analyysin 
perusteella eniten B12-vitamiinia ja Puhdistamon näyte taas vähiten. Watanaben 
tutkimusryhmän (1999) mikrobiologisten määritysten mukaan Arthrospira sp. -
mikrolevästä valmistetuissa tableteissa on B12-vitamiinia noin 244 μg/100 g eli 2440 ng/g 
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kuivapainoa. Belayn (2008) mukaan Arthrospira sp. -mikroleväjauheen B12-
vitamiinipitoisuus olisi 162 μg/100 g eli 1620 ng/g.  
 
Erot mikrobiologisella ja UHPLC-menetelmällä saatujen tulosten välillä johtuvat 
todennäköisesti muista ihmiselimistölle hyödyttömistä korrinoidiyhdisteistä, kuten B12-
vitamiinin pseudomuodosta, joita mikrobiologisessa menetelmässä käytetty testiorganismi 
voi käyttää ravinnokseen (Herbert 1988; Chamlagain ym. 2014). Herbert (1988) totesi 
myös artikkelissaan, että mikrobiologisella menetelmällä määritetty näytteen B12-
vitamiinipitoisuus vastaa ehkä paremmin näytteen korrinoidiyhdistepitoisuutta. Täten myös 
Watanaben (1999) ja Belayn (2008) raportoimat B12-vitamiinipitoisuudet voivat kuvata 
paremmin spirulina-valmisteen korrinoidiyhdistepitoisuutta kuin aktiivisen B12-vitamiinin 
määrää, sillä ainakin Watanaben tutkimusryhmä oli käyttänyt myös mikrobiologista 
määritysmenetelmää. Tässä maisterin tutkielmassa UHPLC-menetelmällä määritetyn, 
ihmiselimistölle aktiivisen B12-vitamiinin muodon olemassaolo voitiin varmistaa 
massaspektrometrisesti (kappale 4.1.6, kuvat 12 ja 13). Pseudomuodossa alempi ligandi on 
korvautunut DMBI:n (m/z 147) sijaan adeniinilla (m/z 136) (Chamlagain ym. 2014).  
Määrityksessä muodostuneiden fragmentti-ionien m/z-suhteiden avulla voitiin todistaa, että 
spirulina-näytteestä löytyi pseudomuodolle tyypillinen fragmentti-ioni. 
Massaspektrometrisen tarkastelun perusteella voitiin todeta, että valtaosa kaupallisten 
spirulina-jauheiden sisältämästä, ihmiselimistölle aktiiviseksi luullusta B12-vitamiinista 
olikin ei-aktiivista pseudomuotoa tai muita korrinoidiyhdisteitä. Kaupallisten spirulina-
valmisteiden UHPLC-menetelmällä määritetyt B12-vitamiinipitoisuudet voisivat vastata 
paremmin ja realistisemmin niiden todellisuudessa sisältämää, ihmiselimistössä aktiivisen 
B12-vitamiinin määrää. Kaupallisista chlorella-jauheista ei massaspektrometriassa löytynyt 
ei-aktiivista pseudomuotoa, jolloin pienet eroavaisuudet mikrobiologisella ja UHPLC-
menetelmällä saaduissa tuloksissa ovat voineet johtua muista B12-vitamiinia muistuttavista 
korrinoidiyhdisteistä tai mikrobiologisen menetelmän toistettavuuteen liittyvistä 
ongelmista. Erot B12-vitamiinipitoisuuksissa kaupallisten spirulina-valmisteiden välillä 
voivat johtua mahdollisesti eri valmistajasta, mikrolevän alkuperämaasta tai lajikohtaisista 
eroista. Koska spirulina-mikrolevä luokitellaan syanobakteereihin (cyanobacteria) 
kuuluvaksi ja on pikemminkin bakteerisolu kuin kasvisolu (Chlorella sp. – viherlevä, 
chlorophyta), suuret erot B12-vitamiinipitoisuuksissa chlorella- ja spirulina-valmisteiden 
välillä perustuvat todennäköisesti lajien välisiin eroavaisuuksiin.  
 
67 
 
B12-vitamiinin suositeltu päivittäisannos on 2,0 μg (VRN 2014). Koska mikrobiologisella 
menetelmällä kaupallisista spirulina-valmisteista saatu B12-vitamiinipitoisuus ei 
todellisuudessa vastaa vitamiinin aktiivisen muodon pitoisuutta, vaan pikemminkin 
korrinoidiyhdistepitoisuutta, UHPLC-menetelmällä saatu vitamiinipitoisuus on lähempänä 
näytteen todellista aktiivisen B12-vitamiinin pitoisuutta. Tämän tutkielman mukaan 
kaupallisia spirulina-jauhetta tulisi nauttia, valmistajasta riippuen, 3,8–43,5 g, jotta B12-
vitamiinin suositeltu saaanti olisi 2,0 μg. Kaupallisia chlorella-jauheita tulisi nauttia 
hieman vähemmän kuin spirulina-jauheita eli 0,95–7,9 g, valmistajasta riippuen, 
suositellun päivittäisen saannin turvaamiseksi. Mikroleväjauheiden tyypillinen annoskoko 
vaihtelee teelusikallisista ruokalusikallisiin eli noin 5–30 g:n välillä. 
Elintarvikekoostumustietokannan eli Finelin mukaan maksa ja munuainen olisivat parhaita 
B12-vitamiinin lähteitä sisältäen noin 693 ng/g ja 240 ng/g B12-vitamiinia (THL 2016). 
Tämän maisterin tutkielman mukaan kaupalliset spirulina-valmisteet sisältäisivät B12-
vitamiinia lähes saman verran kuin maksa ja munuainen, mutta chlorella-
mikrolevävalmisteet olisivat vielä parempia B12-vitamiinin lähteitä. 
 
Reaktorikasvatetuissa E. gracilis -mikrolevänäytteissä B12-vitamiinipitoisuudet olivat 
samaa suuruusluokkaa sekä UHPLC- että mikrobiologisella menetelmällä määritettynä 
ollen kuitenkin alle 3000 ng/g kuivapainoa. Biomassaltaan niukempikasvuisessa reaktori 
1:ssä kasvaneen E. gracilis -näytteen B12-vitamiinipitoisuus oli hieman suurempi kuin 
reaktorissa 3 kasvaneen sekä mikrobiologisesti että UHPLC-menetelmällä määritettynä. 
Goiris ym. (2014) totesivat artikkelissaan stressaavien kasvuolosuhteiden joskus lisäävän 
mikrolevien (Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis suecica ja C. vulgaris) 
vitamiinipitoisuutta. Erot mikrobiologisella määritystavalla ja UHPLC-menetelmällä 
saaduissa B12-vitamiinipitoisuuksissa saattoivat johtua samoista syistä kuin chlorella-
valmisteissa: B12-vitamiinin kaltaisista korrinoidiyhdisteistä, joita testiorganismi on voinut 
käyttää ravinnokseen tai mikrobiologisen menetelmän toistettavuudesta. Nimittäin 
reaktorikasvatetuissa E. gracilis -näytteissä ei ollut massaspektrometrisesti tarkasteltuna 
lainkaan B12-vitamiinin adeniinia sisältävää pseudomuotoa. 
 
Vitamiinittomalla ja B12-vitaminoidulla Hutner-alustoilla kasvatetuista E. gracilis -
näytteistä määritettiin B12-vitamiinipitoisuus UHPLC-menetelmällä. Määritys suoritettiin 
kolmesta eri aikapisteestä otetuista E. gracilis -biomassa- ja supernatanttinäytteistä. 
Rinnakkaisnäytteitä oli neljä. Supernatanttinäytteiden B12-vitamiinipitoisuudet olivat hyvin 
pieniä, mutta B12-vitamiinipitoisuudessa tapahtui vähäistä kasvua 1. ja 4. aikapisteen 
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välillä supernatanttien vitamiinipitoisuuden ollen lopulta suurin 4. aikapisteessä, mikä 
johtui todennäköisesti mikroleväsolujen mahdollisesta hajoamisesta, jonka seurauksena 
leväsolun sisältä vapautui B12-vitamiinia ympäristöön eli supernatanttiin. Sekä 
vitaminoidulla että vitamiinittomalla Hutner-alustalla kasvatettujen biomassanäytteiden 
B12-vitamiinipitoisuus sen sijaan pieneni 1. ja 4. aikapisteen välillä, mikä voi johtua myös 
solujen hajoamisesta: tämä selittäisi myös, miksi supernatanttien B12-vitamiinipitoisuudet 
suurenivat samaan aikaan, tosin pitoisuusmuutos ei tapahtunut samassa suhteessa. 
Biomassanäytteissä B12-vitamiinipitoisuus oli odotetusti suurempi vitaminoidulla Hutner-
alustalla kasvatetuissa näytteissä. E. gracilis -mikrolevää sisältävät biomassat, jotka 
harvestoitiin vitaminoidulta Hutner-kasvualustalta, sisälsivät runsaasti enemmän B12-
vitamiinia kuin vitamiinittomalta Hutner-alustalta harvestoidut. Sekä vitaminoidun että 
vitamiinittoman Hutner-alustan biomassanäytteet sisälsivät enemmän B12-vitamiinia kuin 
vastaavat supernatantit, minkä perusteella B12-vitamiini oli kerääntynyt mikroleväsoluun. 
Biomassanäytteiden sisältämästä B12-vitamiinista osa on voinut olla peräisin Hutner-
kasvatusalustaan tarkoituksella lisätystä B12-vitamiinista (vitaminoitu Hutner-alusta) ja osa 
kasvatusalustan bakteereiden tuottamaa. B12-vitamiinilisäys on mahdollisesti antanut 
kasvatusalustan sisältämille bakteereille materiaalia tuottaa vitamiinia bakteerien kanssa 
symbioottisessa suhteessa eläville E. gracilis -mikroleväsoluille. 
 
6  PÄÄTELMÄT 
 
Viljeltyjen mikrolevien B-vitamiineista ja niiden pitoisuuksista tiedetään vielä varsin 
vähän. Mikroleviä on pidetty erityisen hyvinä B12-vitamiinin lähteinä, mutta käytetyt 
analyysimenetelmät ovat osin epätarkkoja ja voivat antaa todellista B12-vitamiinipitoisuutta 
suuremman tuloksen käsittäen myös B12-vitamiinin kaltaisia korrinoidiyhdisteitä, joilla ei 
ole B12-vitamiiniaktiivisuutta. Niasiinin määrityksessä käytetyllä emäskäsittelyllä saadaan 
määritettyä myös ihmiselimistössä imeytymätön, sidottu niasiini. Happokäsittely sen sijaan 
antaa todenmukaisemman tuloksen ihmiselimistön hyödynnettävissä olevasta 
niasiinipitoisuudesta. Mikrolevien folaattipitoisuuksia on kyllä tutkittu, mutta niiden 
sisältämistä folaatin eri vitameereista on vain vähän tutkimustietoa. 
 
Tämä tutkimus osoitti, että kaupalliset mikrolevävalmisteet sisälsivät vaihtelevasti 
tutkittuja B-vitamiineja. Chlorella-valmisteet olivat erinomaisia folaatin, B12-vitamiinin ja 
niasiinin lähteitä. Spirulina-valmisteiden taas todettiin olevan hyviä B2- ja B12-vitamiinin 
lähteitä ja vain kohtuullisia folaatin ja niasiinin lähteitä. Mikrobiologinen B12-vitamiinin 
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määritysmenetelmä antoi spirulina-valmisteissa monikertaisesti suuremman B12-
vitamiinipitoisuuden verrattuna UHPLC-menetelmällä määritettyyn vitamiinipitoisuuteen, 
mikä johtuu näytteen sisältämistä muista B12-vitamiinin kaltaisista korrinoidiyhdisteistä, 
joita mikrobiologisen menetelmän testiorganismi voi hyödyntää. Spirulina-valmisteiden 
B12-vitamiinipitoisuudesta valtaosa koostui siis pseudomuodosta, joka ei ole 
ihmiselimistön hyödynnettävissä, mutta silti spirulina-valmisteiden voitiin todeta olevan 
hyviä kyseisen vitamiinin lähteitä. 
 
E. gracilis -näytteiden vitameerijakauma koostui enimmäkseen vitameerien metyyli- ja 
metenyylimuodoista. Myös kaupallisten Arthrospira sp. -valmisteiden vitameerijakaumasta 
valtaosa oli folaatin metyyli- ja metenyylimuotoja ja vain pieni osa formyylimuotoja.  
Kaupalliset Chlorella sp. -näytteet sisälsivät myös enemmän metyyli- ja 
metenyylivitameereja kuin formyylivitameereja. 
 
Laboratoriossa kasvatettu E. gracilis osoittautui jopa keskimääräistä paremmaksi 
tutkittujen B-vitamiinien lähteeksi kuin chlorella- tai spirulina-mikrolevävalmisteet.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
70 
LÄHDELUETTELO 
 
Ball G. 1994. Water-soluble Vitamin Assays in Human Nutrition. 1.painos. New York: Chapman & Hall. 
416 s. 
 
Ball G. 2008. Vitamins: their role in the human body. 2. painos. Oxford, UK: Blackwell Science. 432 s. 
 
Barasi ME. 2003. 2. painos. Human Nutrition – A health perspective. Lontoo: Hodder Arnold An Hachette 
UK Company. 403 s. 
 
Belay A. 2008. Spirulina (Arthrospira): production and quality assurance. Teoksessa: Belay A, Gershwin M, 
toim. Spirulina in human nutrition and health. Yhdysvallat: CRC Press. s. 2–23. 
 
Blakley RL. 1987. IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN). Nomenclature and 
symbols for folic acid and related compounds. Recommendations 1986. FEBS Journal 168(2):251-253. 
 
Brown M, Mular M, Miller I, Farmer C, Trenerry C. 1999. The vitamin content of microalgae used in 
aquaculture. J Appl Phycology 11:247–255.  
 
[CEN] European Committee for standardization. 2009. Method 15652. Foodstuffs – Determination of niacin 
by HPLC. Brysseli: CEN. 
 
[CEN] European Committee for standardization. 2012. Method 14152:20. Foodstuffs – Determination of 
vitamin B2 by HPLC. Brysseli: CEN.  
 
Carter E, Carpenter K. 1982. The bioavailability for humans of bound niacin from wheat bran. The American 
J Clin Nutr 36:855–861. 
 
Chamlagain B, Edelmann M, Kariluoto S, Ollilainen V, Piironen V. 2014. Ultra-high performance liquid 
chromatographic and mass spectrometric analysis of active vitamin B12 in cells of Propionibacterium and 
fermented cereal matrices. Food Chem 166:630–638.  
 
Christaki E, Florou-Paneri P, Bonos E. 2011. Microalgae: a novel ingredient in nutrition. Int J Food Sciences 
Nutr 62(8):794–799.  
 
Combs G. 2008. The Vitamins. 3. painos. San Diego, Kalifornia: Elsevier Inc. 583 s. 
 
Combs G. 2012. The Vitamins. 4. painos. San Diego, Kalifornia: Elsevier Inc. 570 s. 
 
Coultate TP. 2002. Vitamins. Teoksessa: Coultate TP, toim. Food the Chemistry of Its Components. 4. 
painos. Cambridge, UK: The Royal Society of Chemistry. s. 261–303.  
 
Croft MT, Lawrence AD, Raux-Deery E, Warren MJ, Smith AG. 2005. Algae require vitamin B12 through a 
symbiotic relationship with bacteria. Nature 483:90–93. 
 
Croft MT, Warren MJ, Smith AG. 2006. Minireviews: Algae Need Their Vitamins. Eukaryotic Cell 
5(8):1175–1183. 
 
Crosti P, Lorusso V, Bianchetti R. 1984. Folate cell content and distribution during the culture cycle of 
Euglena gracilis. Plant Sci Letters 34(1984):363–368. 
 
Edelmann M, Kariluoto S, Nyström L, Piironen V. 2012. Folate in oats and its milling fractions. Food Chem 
135:1938–1947.  
 
Edelmann M. 2014. Occurrence and natural enhancement of folate in oats and barley [väitöskirja]. EKT-sarja 
1631. Helsinki: Helsingin yliopisto, elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos. 111 s. 
 
Eitenmiller R, Ye L, Landen WO. 2008. 2. painos. Vitamin analysis for the health and food sciences. Boca 
Raton, Florida: Taylor & Francis Group, LLC. 638 s. 
 
Finglas P, Faulks RM. 1984. Nutritional composition of UK retail potatoes, both raw and cooked. J Sci Food 
Agric 35:1347–1356. 
                                                                                                                                         71 
 
Fujii K, Nakashima H, Hashidzume Y. 2009. Isolation of folate-producing microalgae, from oligotrophic 
ponds in Yamaguchi, Japan. J Appl Microb 108(2010):1421–1429.   
 
Grant M, Kazamia E, Cicuta P, Smith A. 2014. Direct exchange of vitamin B12 is demonstrated by modeling 
the growth dynamics of algal-bacterial cocultures. Int Soc Microbial Ecology 8:1418–1427.  
 
Gregory JF, Sartain DB, Day BPF. 1984. Fluorometric determination of folacin in biological materials using 
high performance liquid chromatography. J Nutr 114(2):341-53. 
 
Guo Z, Tong YW. 2014. The interactions between Chlorella vulgaris and algal symbiotic bacteria under 
photoautotrophic and photoheterotrophic conditions. J Appl Phycol 26:1483–1492.  
 
Helldán A, Raulio S, Kosola M, Tapanainen H, Ovaskainen M-L, Virtanen S. 2013. Finravinto 2012 -
tutkimus – The National FINDIET 2012 Survey [sähköinen julkaisu]. Helsinki: Terveyden ja hyvinvoinnin 
laitos. Raportti 16/2013. 187 s. Saatavilla: 
https://www.julkari.fi/bitstream/handle/10024/110839/THL_RAP2013_016_%26sliitteet.pdf?sequence=1. 
 
Helliwell K, Lawrence A, Holzer A, Kudahl U, Sasso S, Kräutler B, Scanlan D, Warren M, Smith A. 2016. 
Cyanobacteria and Eukaryotic Algae Use Different Chemical Variants of Vitamin B12. Current Biol 26:1–10.  
 
Herbert V. 1988. Vitamin B-12: plant sources, requirements, and assay. Am J Clin Nutr 1988(48):852–858. 
 
Hiippala K. 2014. The effect of different carbon sources on vitamin B12 production in Propionibacterium 
freudenreichii [pro gradu -tutkielma]. EKT-sarja 1655. Helsinki: Helsingin yliopisto, elintarvike- ja 
ympäristötieteiden laitos. 92 s. 
 
Johansson M. 2005. Analytical and nutritional aspects of folate in cereals. [väitöskirja]. Uppsala: Swedish 
University of Agricultural Sciences. 
 
Kariluoto S, Vahteristo L, Piironen V. 2001. Applicability of microbiological assay and affinity 
chromatography purification followed by high-performance liquid chromatography (HPLC) in studying 
folate contents in rye. J Sci Food Agric, 81(9), p 938-942 81(9):938- 42. 
 
Kariluoto S, Vahteristo L, Salovaara H, Katina K, Liukkonen K-H, Piironen V. 2004. Effect of Baking 
Method and Fermentation on Folate Content of Rye and Wheat Breads. Cereal Chem 81(1):134–139 
 
Kariluoto S. 2008. Folates in rye: Determination and enhancement by food processing. [väitöskirja]. EKT-
sarja 1420. Helsinki: Helsingin yliopisto. 86 s. 
 
Kodicek E, Wilson PW. 1959. The availability of bound nicotinic acid to the rat. The effect of lime-water 
treatment of maize and subsequent baking into tortilla. Br J Nutr 13:418–430.   
 
Kovač DJ, Simeunović JB, Babić OB, Mišan AČ, Milovanović IL. 2013. Algae in food and feed. Food and 
Feed Research 40 (1):21–31.  
 
Kumar SS, Chouhan RS, Thakur MS. 2010. Trends in analysis of vitamin B12. Anal Biochem 398 (2010): 
139–149.  
 
Martens JH, Barg H, Warren MJ, Jahn D. 2002. Microbial production of vitamin B12. Appl Microbiol 
Biotechnol 58(3):275–285.  
 
Maruyama I, Nakao T, Shigeno I, Ando Y, Hirayama K. 1997. Application of unicellular algae Chlorella 
vulgaris for the mass-culture of marine rotifer Brachionus. Hydrobiol 358:133–138.  
 
Mason JB, Gibson N, Kodicek E. 1971. The chemical nature of bound nicotinic acid. Biochem J 125:117–
118. 
 
Mawatari L, Iinuma F, Watanabe M. 1991. Determination of nicotinic acid and nicotinamide in human serum 
by high-performance liquid chromatography with postcolumn ultraviolet-irradiation and fluorescense 
detection. Anal Sci 7(5):733–736. 
 
72 
Mutanen M, Voutilainen E. 2000. Vitamiinit ja kivennäisaineet. Teoksessa: Aro A, Mutanen M, Uusitupa M, 
toim. Ravitsemustiede. 1. painoksen muuttamaton jatkopainos. Helsinki: Kustannus Oy Duodecim. s. 138–
209.  
 
Mäkelä N. 2012. Idätyksen ja fermentoinnin vaikutukset sinilupiinin folaatteihin [pro gradu -tutkielma]. 
EKT-sarja 1558. Helsinki: Helsingin yliopisto, elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos. 84 s. 
 
Nielsen M, Rasmussen M, Andersen C, Nexø E, Moestrup S. 2012. Vitamin B12 transport from food to the 
body’s cells – a sophisticated, multistep pathway. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 9:345–354.  
 
Panahi Y, Pishgoo B, Jalalian H, Mohammadi E, Taghipour H, Sahebkar A, Abolhasani E. 2012. 
Investigation of the effects of Chlorella vulgaris as an adjunctive therapy for dyslipidemia: Results of a 
randomized open-label clinical trial. Nutr & Diet 69:13–19. 
 
Pfeiffer CM, Fazili Z, Zhang M. 2010. Folate analytical methodology. Teoksessa: Bailey LB. Folate in 
Health and disease. Boca Raton, FL: CRC Press. s. 517–574. 
 
Plaza M, Santoyo S, Jaime L, García-Blairsy R. 2009. Screening for bioactive compounds from algae. J 
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 51(2010):450–455.   
 
Qu L, Wang R, Zhao P, Chen R, Zhou W, Tang L, Tang X. 2014. Interaction between Chlorella vulgaris and 
bacteria interference and resource competition. Acta Oceanol Sin. 33(1):135–140.  
 
Rautio S. 2014. Niasiinin määrittäminen elintarvikkeista UHPLC-FLD-menetelmällä [pro gradu –tutkielma]. 
EKT-sarja 1637. Helsinki: Helsingin yliopisto, elintarvike- ja ympäristötieteiden laitos. 68 s. 
 
Rikkinen J. 1999. Levät. Teoksessa: Leviä, sieniä ja leväsieniä – johdatus levien ja sienten 
monimuotoisuuteen. Helsinki: Yliopistopaino. s. 52–127. 
 
Rose-Sallin C, Blake CJ, Genoud D, Tagliaferri EG. 2001. Comparison of microbiological and HPLC – 
fluorescence detection methods for determination of niacin in fortified food products. Food Chem 73(4):473–
480. 
 
Russell LF. 2012. Water-soluble vitamins. Teoksessa: Nollet L, Toldra F, toim. Food Analysis by HPLC. 
CRC Press. 327–441.  
 
Sañudo-Wilhelmy SA, Gómez-Consarnau L, Suffridge C, Webb EA. 2014. The Role of B Vitamins on 
Marine Biochemistry. Annu Rev Mar Sci 6:339–367.  
 
Tang G, Suter PM. 2011. Vitamin A, Nutrition, and Health Values of Algae: Spirulina, Chlorella, and 
Dunaliella. Journal of Pharmacy and Nutrition Sciences 1:111–118.  
 
Teng F, Bito T, Takenaka S, Takenaka H, Yamaguchi Y, Yabuta Y, Watanabe F. 2014. Characterization of 
corrinoid compounds in the edible cyanobacterium Nostoc flagelliforme the hair vegetable. Food Nutr 
Science 5:334–340.  
 
[THL] Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, Ravitsemusyksikkö. 2016. Fineli. Elintarvikkeiden 
koostumustietokanta. [sähköinen julkaisu]. Versio 17. Helsinki 2016. Saatavilla: http://fineli.fi. 
 
Tikka M. 2012. Mikrolevät hyötykäytössä – Ravintoa ja eettistä energiantuotantoa. Ruoka ja ympäristö – 
Lahden yliopistokeskuksen yleisöluento. Helsingin yliopisto, biotieteellinen tiedekunta. 
 
Vanthoor-Koopmans M, Cordoba-Matson M, Arredondo-Vega B, Lozano-Ramírez C, Garcia-Trejo J, 
Rodriguez-Palacio M. 2014. Microalgae and Cyanobacteria Production for Feed and Food Supplements. 
Teoksessa: Guevara-Gonzalez R ja Torres-Pacheco I, toim. Biosystems Engineering: Biofactories for Food 
Production in the Century XXI. Sveitsi: Springer International Publishing. s. 254–275. 
 
Vidal-Valverde C, Reche A. 1991. Determination of available niacin in legumes and meat by high-
performance liquid chromatography. J Agric Food Chem 39:116–121. 
 
[VRN] Valtion ravitsemusneuvottelukunta. 2014. Terveyttä ruoasta – Suomalaiset ravitsemussuositukset 
2014 [sähköinen julkaisu]. 2014. Helsinki: Juvenes Oy. Saatavilla: 
http://www.ravitsemusneuvottelukunta.fi/files/images/vrn/2014/ravitsemussuositukset_2014_fi_web.pdf.  
                                                                                                                                         73 
 
Watanabe F, Katsura H, Takenaka S, Fujita T, Abe K, Tamura Y, Nakatsuka T, Nakano Y. 1999. 
Pseudovitamin B12 Is the Predominant Cobamide of an Algal Health Food, Spirulina Tablets. J Agric Food 
Chem 47:4736–4741. 
 
Watanabe F, Yabuta Y, Tanioka Y, Bito T. 2013. Biologically Active Vitamin B12 Compounds in Foods for 
Preventing Deficiency among Vegetarians and Elderly Subjects. J Agricultural and Food Chemistry 61: 
6769–6775. 
 
Watanabe F, Yabuta Y, Bito T, Teng F. 2014. Vitamin B12-Containing Plant Food Sources for Vegetarians. 
Nutrients 6:1861–1873. 
 
Yabuta Y ja Watanabe F. 2009. Corrinoid compounds in cyanobacteria. Teoksessa: Handbook on 
cyanobacteria. Gault PM, Marler HJ, toim. NY, Yhdysvallat: Nova Science Publishers Inc. s. 485–505. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
74 
          Liite 1. 
Kaupallisten mikrolevänäytteiden ostopaikat (Uusimaa ja Häme)  
Tuote Valmistaja Alkuperämaa Ostopaikka 
1 CoCoVi Kiina Supermarket Kamppi 
1 CoCoVi Kiina Ruohonjuuri Citykäytävä 
1 CoCoVi Kiina Supermarket Nurmijärvi 
1 CoCoVi Intia Supermarket Käpylä 
1 CoCoVi Intia Life Viikki 
1 CoCoVi Intia Prisma Viikki 
1 Puhdistamo Taiwan Supermarket Nurmijärvi 
1 Puhdistamo Taiwan Supermarket Kamppi 
1 Puhdistamo Taiwan Supermarket Käpylä 
1 Voimaruoka USA Life Kamppi 
1 Voimaruoka USA Citymarket Riihimäki 
1 Voimaruoka USA Punnitse&Säästä Riihimäki 
2 CoCoVi Intia Life Viikki 
2 CoCoVi Intia Prisma Viikki 
2 CoCoVi Intia Supermarket Käpylä 
2 Puhdistamo Taiwan Ruohonjuuri Citykäytävä 
2 Puhdistamo Taiwan Supermarket Kamppi 
2 Puhdistamo Taiwan Supermarket Nurmijärvi 
2 Voimaruoka Japani Life Viikki 
2 Voimaruoka Japani Life Itäkeskus 
2 Voimaruoka Japani Yliopiston Apteekki Viikki 
1=spirulinajauhe, 2=chlorellajauhe 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                               75 
Liite 2.  
Folaattivitameerien UHPLC-kromatogrammit Puhdistamon spirulina-näytteestä 
 FLR viritysaallonpituus 290 nm ja emissioaallonpituus 356 nm 
 
UV 360 nm 
 
FLR viritysaallonpituus 360 nm ja emissioaallonpituus 460 nm 
 
UV 290 nm 
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Liite 3. 
B2-vitamiinin, niasiinin ja B12-vitamiinin UHPLC-kromatogrammit Puhdistamon 
spirulina-näytteestä 
 
B2- vitamiinin määritys UHPLC-menetelmällä 
 
Niasiinin (NA + NAM) määritys UHPLC-menetelmällä 
 B12-vitamiinin määritys UHPLC-menetelmällä 
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